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La escuticociliatosis producida por Philasterides 
dicentrarchi genera mortalidades en rodaballos de cultivo provocando 
pérdidas económicas. Para evitarlo, es necesario desarrollar medidas 
profilácticas basadas en la utilización de vacunas, a partir de la 
búsqueda de antígenos que generen protección, y/o fármacos que 
inhiban mecanismos vitales para la supervivencia del ciliado. Por tanto, 
la identificación de antígenos protectores y de moléculas implicadas en 
el metabolismo, las cuales permiten al escuticociliado sobrevivir en el 
hospedador, han sido los objetivos principales del presente estudio. 
Hemos descubierto que el parásito posee dos familias de proteínas 
(leishmanolisinas y proteínas variables de superficie (VSPs)) asociadas 
a la membrana celular e involucradas en la evasión de la respuesta 
inmunitaria del hospedador. También hemos identificado y 
caracterizado proteínas de secreción producidas por los extrusomas, 
capaces de generar cápsulas de mucopolisacáridos que protegen del 
ataque de los factores humorales citotóxicos y superóxido dismutasas, 
que permiten al ciliado inactivar radicales libres de oxígeno tóxicos 
asociados al estrés oxidativo generado durante la infección. Para 
solventar los problemas actuales relacionados con el uso de vacunas 
inactivadas formuladas en adyuvantes oleosos, también hemos 
desarrollado un adyuvante biodegradable (hidrogel de quitosano) que 
presenta capacidad inmunoestimulante similar a los oleosos y resulta 
menos dañino para el pez. La producción de proteínas recombinantes 
en levadura, como potenciales antígenos para generar vacunas 
recombinantes, nos permite incluir los cambios aminoacídicos que se 
producen entre las diferentes cepas, obteniendo así un antígeno 
inmunogénico universal que genere respuesta frente a todas ellas. Para 
conseguir una mayor protección es necesario incluir en la vacuna varios 
antígenos empleando proteínas quiméricas recombinantes a partir de 
péptidos antigénicos procedentes de varias proteínas. Estas 
formulaciones vacunales de quitosano han generado elevados niveles 
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de protección en ensayos realizados en rodaballo, indicando que esta 
estrategia podría ser útil para obtener una vacuna universal eficaz frente 
a la escuticociliatosis. 
Palabras clave: Superóxido dismutasas, extrusomas, antígenos, 
hidrogel de quitosano, vacunas. 
RESUMO 
A escuticociliatose producida por Philasterides dicentrarchi xera 
mortalidades en rodaballos de cultivo provocando perdas económicas. 
Para evitalo, é necesario desenvolver medidas profilácticas baseadas no 
uso de vacinas, mediante a busca de antíxenos que xeren protección, 
e/ou fármacos que inhiban mecanismos vitais para a supervivencia dos 
ciliados. Polo tanto, a identificación de antíxenos protectores e 
moléculas implicadas no metabolismo, as cales permiten que o 
escuticociliado sobreviva no hóspede, foron os obxectivos principais do 
presente estudo. Descubrimos que o parasito ten dúas familias de 
proteínas (leishmanolisinas e proteínas variables de superficie (VSP)) 
asociadas á membrana celular e implicadas na evasión da resposta 
inmune do hóspede. Tamén identificamos e caracterizamos proteínas 
de secreción producidas polos extrusomas, capaces de xerar cápsulas de 
mucopolisacáridos que protexen fronte o ataque dos factores humorais 
citotóxicos, e superóxido dismutasas, as cales permiten ós ciliados 
inactivar os radicais libres de osíxeno tóxicos asociados ó estrés 
oxidativo xerado durante a infección. Para resolvermos os problemas 
actuais relacionados coa utilización de vacinas inactivadas formuladas 
en adxuvantes olesos, tamén desenvolvemos un adxuvante 
biodegradable (hidroxel  de quitosano) que presenta capacidade 
inmunostimuladora similar ós oleosos e resulta menos prexudicial para 
os peixes. A produción de proteínas recombinantes en lévedos, como 
antíxenos potenciais para xerar vacinas recombinantes, permítenos 
incluír os cambios de aminoácidos que se producen entre as diferentes 
cepas, obtendo así un antíxeno universal inmunoxénico que xera 
resposta fronte a todas elas. Para obter unha maior protección é 




quiméricas recombinantes a partir de péptidos antixénicos de varias 
proteínas. Estas formulacións vacinais de quitosano xeraron altos niveis 
de protección nos ensaios realizados en rodaballo, o que indica que esta 
estratexia podería ser útil para obter unha vacina universal eficaz fronte 
a escuticociliatose. 
Palabras chave: Superóxido dismutasas, extrusomas, antíxenos, 
hidroxel de quitosano, vacinas. 
ABSTRACT 
Scuticociliatosis produced by Philasterides dicentrarchi generates 
mortalities in turbot farms causing economic losses. Therefore, it is 
necessary to develop prophylactic measures based on vaccines, founded 
on search of antigens that generate protection, and/or drugs that inhibit 
vital mechanisms for cilliate survival. Consequently, identification of 
protective antigens and molecules involved in metabolism, which 
allows scuticociliate survival in the host, has been the main objective of 
the present study. We have discovered that this parasite has two protein 
families (leishmanolysins and variable surface proteins (VSPs)) 
associated with cell membrane and involved in host's immune response 
evasion. Furthermore, we have identified and characterized secretion 
proteins produced by extrusomes, capable of generating 
mucopolysaccharide capsules that protect against the attack of 
cytotoxic humoral factors, and superoxide dismutase, which allow to 
inactivate toxic free oxygen radicals associated with oxidative stress 
generated during the infection. In order to solve the current problems 
related to the use of inactivated vaccines formulated with oily 
adjuvants, we have also developed a biodegradable adjuvant (chitosan 
hydrogel) that presents an immunostimulatory capacity similar to oily 
ones and it is less harmful to fish. Recombinant proteins production in 
yeast, as potential antigens to generate recombinant vaccines, allows us 
to include amino acid changes that occur between different strains, thus 
obtaining a universal immunogenic antigen that generates response 
against all of them. For the purpose of achieving greater protection, it 
is necessary to include several antigens in the vaccine using 
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recombinant chimeric proteins from antigenic peptides from different 
proteins. These chitosan vaccine formulations have generated high 
levels of protection in assays developed in turbot, indicating that this 
strategy could be useful to obtain an effective universal vaccine against 
scuticociliatosis. 
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Capítulo 1  
INTRODUCCIÓN GENERAL 
1.1. LA ACUICULTURA 
Según la Organización de las Naciones Unidas para la 
Alimentación y la Agricultura (F.A.O) el término acuicultura hace 
referencia al “cultivo de organismos acuáticos tanto en zonas costeras 
como del interior que implica intervenciones en el proceso de cría para 
aumentar la producción”. 
Existen cerca de 570 especies acuáticas que se cultivan 
actualmente en todo el mundo, lo que representa una enorme riqueza de 
diversidad  entre las especies. El 80% de la producción acuícola deriva 
de animales que se encuentra en la parte inferior de la cadena 
alimentaria, como peces omnívoros y herbívoros, y moluscos. Además, 
el cultivo de algas supone un recurso importante para la acuicultura ya 
que son utilizadas para nutrición y para otros usos industriales 
(cosmética, pigmentos, etc.). La producción mundial de pescado 
derivado de la acuicultura ha crecido considerablemente en la última 
década. En 2016, la producción pesquera mundial alcanzó un máximo 
de aproximadamente 171 millones de toneladas, de los cuales la 
acuicultura representó un 47% del total; un 53% si se excluyen los usos 
no alimentarios (preparación de harina y aceite de pescado) (Figura 1). 
Estas cifras se traducen en 80 millones de toneladas de pescado 
comestible y 30,1 millones de toneladas de plantas acuáticas, así como 
37900 toneladas de productos no alimentarios. La producción de 
pescado comestible cultivado ascendió a 54,1 millones de toneladas de 
peces de aleta; 17,1 millones de toneladas de moluscos; 7,9 millones de 
toneladas de crustáceos y 0,94 millones de toneladas de otros animales 
acuáticos. En ese mismo año, hubo 37 países en los que la producción 
de peces cultivados superó a las capturas en el medio natural, siendo 
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China el principal productor de pescado comestible cultivado (F.A.O, 
2018). 
 
Fig.1: Producción mundial de la pesca de captura y la acuicultura para el 
periodo 1950-2016, en millones de toneladas (F.A.O, 2018. Política de libre acceso). 
En España, las principales especies cultivadas son mejillón 
(Mytilus galloprovincialis), trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), 
dorada (Sparus aurata), lubina (Dicentrarchus labrax), corvina 
(Argyrosomus regius), besugo (Pagellus bogaraveo), lenguado (Solea 
senegalensis) y rodaballo (Scophthalmus maximus); estando situadas la 
mayoría de las instalaciones acuícolas (un 96,5%) en zonas marinas 
(F.A.O, 2014). Debido a los kilómetros de costa y a sus características 
geográficas y climatológicas en Galicia se cultivan tanto moluscos 
como de peces, llegando a alcanzarse en 2013 una producción de 6729 
toneladas de rodaballo cultivado, según el informe elaborado 
conjuntamente por A.P.R.O.M.A.R. (Productores de Cultivos Marinas 
de España), E.S.A.C.U.A. (Asociación Española de Productores de 




Piscicultores) en 2014. En 2017, solo 4 años después, Galicia alcanzó 
las 8461 toneladas de rodaballo de acuicultura (A.P.R.O.M.A.R, 2018). 
1.1.1. Acuicultura del rodaballo, Scophthalmus maximus 
(Linnaeus, 1758) 
A nivel mundial, el mayor productor de rodaballo de acuicultura es 
China. En Europa, existe una alta producción acuícola de esta especie 
en Francia y Países Bajos; sin embargo, el mayor productor europeo es 
España. Tras el desarrollo de las primeras plantas de cultivo de 
rodaballo en Escocia en los años 70, el cultivo de esta especie llegó a 
España, concretamente a Galicia, donde la producción tuvo un 
crecimiento exponencial en las últimas décadas (Figura 2) (Fernández-
Casal y Rodríguez, 2008; A.P.R.O.M.A.R, 2018).  
 
Fig. 2: Evolución de las fuentes de obtención de rodaballo (S. maximus) en 
España (acuicultura y pesca) para el periodo 1984-2016, en toneladas 
(A.P.R.O.M.A.R, 2018. Política de libre acceso). 
En 2017, la cosecha de rodaballo de acuicultura en España fue de 
8546 toneladas, un 15,5 % más que la del año anterior. Galicia es, con 
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diferencia, la principal comunidad autónoma productora de rodaballo 
en España, 99 %, siendo el 1 % restante producido en Cantabria. Como 
ocurre con la dorada y la lubina, la cantidad de ejemplares silvestres 
capturados es cada vez menor, suponiendo la producción de rodaballo 
de acuicultura más del 99,5 % de la producción total de esta especie en 
España. En ese mismo año, la producción de juveniles de rodaballo en 
España fue de cerca de 7 millones de unidades, siendo también en 
Galicia donde se produce la práctica totalidad de los juveniles de esta 
especie (A.P.R.O.M.A.R, 2018).  
1.2. BIOLOGÍA Y CULTIVO DEL RODABALLO 
El rodaballo, Scophthalmus maximus (Linneus, 1758), pertenece a 
la Clase Actinopterygii, División Teleostei, Orden Pleuronectiformes y 
Familia Scophthalmidae. Se trata de un pez marino que posee cuerpo 
circular y asimétrico con los ojos sobre el lado izquierdo. Puede llegar 
a medir 1 m de longitud y pesar 12 kg, llegando a vivir hasta 15 años. 
Las aletas pectorales son cortas y con forma de espátula de borde 
redondeado. Las aletas pélvicas también son pequeñas y situadas 
delante de la aleta anal, la cual, al igual que la aleta dorsal, se extiende 
a lo largo de los flancos dorsal y ventral. La línea lateral es curvada en 
su parte anterior debido a que el margen posterior de la aleta caudal es 
convexo. La piel carece de escamas, pero está provista de tubérculos 
óseos que le aportan una cierta rugosidad, y muestra una pigmentación 
mimética que le permite camuflarse con el fondo. El lado ciego 
(derecho) es blanquecino mientras que el lado ocular (izquierdo) 
presenta una coloración variable, dependiente del color del fondo, 
oscilando por lo general entre el gris y el color pardo, con manchas más 
o menos oscuras (Rodríguez y Fernández, 2005; Rodríguez, 2011) 
(Figura 3).  
Es una especie gonocórica, sin apreciarse diferenciación sexual 
externa; si bien las hembras suelen ser de mayor tamaño que los 
machos. Alcanzan la madurez sexual al quinto año de vida y el desove, 
que tiene lugar en primavera, es secuencial cada 2 o 4 días (usualmente 
ocurre entre febrero y abril en el Mediterráneo y entre mayo y julio en 




cuando, al final de la fase de metamorfosis, el ojo derecho se mueve a 
la izquierda dando lugar a la asimetría (A.P.R.O.M.A.R., E.S.A.C.U.A. 
y O.P.P., 2014).  
 
Fig.  3: Rodaballo (Scophthalmus maximus) (J.A.C.U.M.A.R., 2006. Política de 
libre acceso). 
La distribución alcanza el Atlántico Norte, desde las costas de 
Islandia, Noruega y Mar Báltico hasta las costas del norte de Marruecos, 
siendo menos frecuente en el Mediterráneo. Es una especie marina 
bentónica que vive en fondos de arena y fango, desde aguas muy 
someras hasta los 100 m de profundidad, aunque los ejemplares más 
jóvenes suelen vivir en aguas menos profundas. Ocasionalmente 
aparece en aguas salobres.  
En cuanto a la alimentación es una especie carnívora. Los juveniles 
se alimentan de moluscos y crustáceos y los adultos principalmente de 
peces y cefalópodos. Se mueve poco durante el día y captura sus presas 
durante la noche (Rodríguez y Fernández, 2005; Rodríguez, 2011; 
A.P.R.O.M.A.R., E.S.A.C.U.A. y O.P.P., 2014). 
1.2.1. Ciclo de producción 
Para su cultivo, las hembras y los machos reproductores se 
mantienen separados en tanques con volúmenes entre 20-40 m³ de agua 
a densidades de 3-6 kg/m³. Los desoves se obtienen extrayendo los 
gametos (esperma y huevos). Las hembras presentan ciclos de 
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ovulación con un período aproximado de 70-90 horas. Los huevos son 
pelágicos, de forma esférica y de diámetro variable entre 0,9 mm y 1,2 
mm. El desarrollo embrionario tarda 60-70 días. Después de eclosionar, 
las larvas de rodaballo miden 2,7-3,1 mm de longitud (Rodríguez y 
Fernández, 2005).  
El cultivo de larvas puede ser semi-intensivo o intensivo. En los 
sistemas semi-intensivos, las larvas son cultivadas a baja densidad (2-5 
larvas/litro) en un gran volumen (50 m³), mientras que en el cultivo 
intensivo la densidad de larvas es más alta (15-20 larvas/litro) y el 
volumen del tanque es 20-30 m³. En ambos sistemas la temperatura es 
18-20 °C. Las larvas recién eclosionadas se alimentan de sus propias 
reservas vitelinas; la apertura de la boca ocurre al día 3. En este punto 
la alimentación se basa en rotíferos y artemia. La primera alimentación 
se proporciona en tanques cuadrados con esquinas redondeadas y 
bombeo de agua de mar en circuito abierto o recirculación. Se emplean 
varios alimentos comerciales en la etapa de primera alimentación 
(A.P.R.O.M.A.R., E.S.A.C.U.A. y O.P.P., 2014).  
La cría de los rodaballos se realiza en tanques cuadrados o 
circulares (10-30 m³) con bombeo de agua de mar en circuito abierto o 
recirculación. Se usan sistemas de aireación para mantener el agua 
saturada de oxígeno. Los juveniles son alimentados con dietas secas 
peletizadas. El peso varía entre 5-10 g y 80-100 g durante el período de 
pre-engorde (4-6 meses de duración) (Rodríguez y Fernández, 2005; 
Rodríguez, 2011). 
Para el engorde se pueden utilizar tanques de cemento cuadrados o 
circulares (25-100 m³) o jaulas sumergidas o flotantes. Para cualquiera 
de los dos sistemas los elementos que determinan la productividad son 
la temperatura del agua (14-18 °C) y la calidad de los alevines (Figura 
4) (A.P.R.O.M.A.R., E.S.A.C.U.A. y O.P.P., 2014).  
En cualquiera de las etapas de cultivo el factor más importante que 
va a condicionar la producción es la presencia de epizootias. Existe un 
gran número de patologías asociadas al cultivo de esta especie que 








Fig.  4: Ciclo de producción del rodaballo (S. maximus) (Rodríguez y Fernández, 
2005). 
1.3. ESCUTICOCILIATOSIS EN EL RODABALLO DE CULTIVO 
Todas las especies de escuticociliados parásitos son altamente 
histófagas y provocan en los peces ulceraciones de la piel e infecciones 
sistémicas afectando a diferentes órganos y causando elevadas 
mortalidades (Song et al., 2009). 
 
Durante la escuticociliatosis se produce una primera fase 
ectoparásita en la que el ciliado invade la piel y las branquias, 
alcanzando la dermis y la musculatura, y llegando a provocar 
hemorragias, úlceras cutáneas, desprendimiento extenso de la 
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epidermis, edema de las fibras musculares, necrosis e hiperplasia 
branquial (Ramos et al., 2007; de Felipe et al, 2017). En la segunda fase, 
se produce una invasión sistémica en la que el ciliado se distribuye por 
diferentes órganos como el hígado, el tubo digestivo, el bazo, el riñón, 
el corazón, las glándulas tiroides y el sistema nervioso; observándose 
en estos órganos lesiones degenerativas y reacciones inflamatorias, así 
como la aparición  líquido ascítico en la cavidad peritoneal (Dragesco 
et al., 1995; Iglesias et al., 2001; Jee et al., 2001; Ramos et al., 2007; 
Moustafa et al., 2010; Harikrishnan et al., 2010).  
 
A nivel microscópico, los escuticociliados pueden colonizar la 
dermis y la epidermis provocando daños severos asociados a procesos 
de descamación y necrosis (Jee et al., 2001; Jung et al., 2009; Ramos et 
al., 2007). En las branquias, los ciliados pueden aparecer externamente 
en las células epiteliales, sin causar daño aparente (Padrós et al., 2001), 
o dentro de las estructuras branquiales (Jung et al., 2007; Ramos et al., 
2007). En el músculo, los ciliados producen miositis degenerativa y 
necrosis de las fibras musculares, causando hemorragias severas 
(Padrós et al., 200; Jung et al., 2007; Ramos et al., 2007). Dentro del 
sistema digestivo, se han descrito escuticociliados en el tejido conectivo 
subepitelial del tracto digestivo, en el intestino submucoso y en la 
serosa gástrica e intestinal (Padrós et al., 2001; Jung et al., 2009). Estos 
parásitos pueden degradar la mucosa del epitelio intestinal, llegando a 
necrosar el epitelio y las microvellosidades intestinales, la membrana 
del estómago y la musculatura gástrica (Azad et al., 2007). En el hígado, 
los escuticociliados aparecen en estructuras ricas en tejido conectivo y 
alrededor de las venas y las vías biliares. En casos particulares, se han 
observado en hepatocitos (Padrós et al., 2001). En el bazo y el riñón, se 
han detectado principalmente en la serosa, penetrando en el interior del 
parénquima esplénico y/o renal (Padrós et al., 2001). Cuando infectan 
el interior de los túbulos renales pueden producir un bloqueo, lo que 
conduce a una necrosis severa del epitelio tubular y los túbulos 
colectores (Azad et al., 2007). En el sistema nervioso central, estos 
parásitos se han encontrado en las meninges, el telencefalo, el 
mesencefalo, el diencefalo, los lóbulos ópticos, el cerebelo, el bulbo 




Azad et al., 2007; Jung et al., 2009). En el corazón solo se han 
observado en casos de infecciones avanzadas y generalizadas, 
apareciendo en el epicardio, el endocardio y el interior del ventrículo 
(Padrós et al., 2001). En el páncreas y las gónadas, los ciliados también 
aparecen principalmente en zonas ricas en tejido conectivo (Padrós et 
al., 2001). Además, pueden aparecer en el tejido adiposo. A nivel 
macroscópico, la escuticociliatosis se puede reconocer por una serie de 
características, no todas específicas de esta enfermedad: 
comportamiento anormal, letargia, anorexia, adelgazamiento, 
frotamiento, alteraciones de la natación (natación lateral y en la 
superficie del agua), exoftalmia, enrojecimiento y podredumbre de la 
base de las aletas que puede alcanzar el músculo (exponiendo así los 
radios de las aletas),  pérdida de escamas, aparición de manchas 
blanquecinas, licuefacción o ablandamiento del cerebro, así como una 
evidente distensión abdominal producida por la acumulación de líquido 
ascítico conteniendo ciliados en la cavidad peritoneal, lo que indica la 
existencia de una importante respuesta inflamatoria (Iglesias et al., 
2001; Ramos et al., 2007; Azad et al., 2007, Jung et al., 2009). 
 
1.4. Philasterides dicentrarchi (DRAGESCO, 1995) 
El agente etiológico de la escuticociliatosis en rodaballo en cultivo 
es Philasterides dicentrarchi. Los primeros brotes tuvieron lugar en el 
año 2001 (Iglesias et al.) pero desde entonces y, hasta la actualidad, se 
han sucedido numerosos episodios de escuticociliatosis debido a 
distintas cepas de este patógeno (De Felipe et al., 2017).  
Philasterides dicentrarchi es un ciliado bentónico de vida libre que 
puede comportarse como endoparásito. En cuanto a su morfología, 
presenta forma ovoide con la parte anterior puntiaguda y la posterior 
redondeada. El tamaño oscila entre los 30-42 µm de largo y los 10-22 
µm de ancho, en función de la fase en la que se encuentre. El aparato 
bucal, que se sitúa en la parte anterior y que ocupa el primer tercio de 
la longitud del cuerpo, posee una membrana paraoral bipartita. El cilio 
caudal se encuentra en la parte posterior del cuerpo. El número de 
cinetias somáticas oscila entre 13-15, y tanto el macronúcleo como el 
micronúcleo están situados cerca del centro del organismo. El sistema 
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de membranas superficiales está formado por la membrana limitante 
externa, la membrana alveolar externa y la membrana alveolar interna 
(De Felipe et al., 2017). Estas dos últimas membranas conforman los 
sacos alveolares, los cuales contienen enzimas que pueden controlan la 
regulación del metabolismo y la homeostasis celular (Mallo et al., 
2016). Cerca de estos se encuentran las mitocondrias, las cuales se 
disponen por debajo del córtex a lo largo de la superficie celular. 
Próximos a la membrana plasmática se encuentran los extrusomas, 
orgánulos de exocitosis asociada con la respuesta adaptativa en ciliados 
(Rosati y Modeo, 2003). Presenta división celular por fisión binaria 
(Dragesco et al., 1995; Paramá et al., 2006) (Figura 5).  
La mayoría de escuticociliados experimentan fases de alimentación 
morfológicamente distintas, incluyendo las formas de microstoma y 
macrostoma y, en ocasiones, tomites de natación rápida que no se 
alimentan. En todas las cepas de P. dicentrarchi se han observado 
formas microstomas y tomites, estas últimas aparecen cuando las 
condiciones de cultivo son desfavorables, como la escasez de nutrientes 
la presencia de substancias o compuestos nocivos o en etapas avanzadas 
de cultivo durante la fase estacionaria (Morais et al., 2009; De Felipe et 
al., 2017). 
 
Fig.  5: Philasterides dicentrarchi. Fotografía realizada al microscopio óptico 
de ciliados teñidos con tinción de plata. 
Philasterides dicentrarchi habita en costas eutróficas y es un 
organismo eurihalino con gran capacidad para adaptarse fácilmente a 
distintas condiciones ambientales (Kim et al., 2004), siendo capaz de 
generar altas mortalidades (70-80%) (Harikrishnan et al., 2010). Se 




tanques de cultivo o en la piel y branquias de los propios peces. Penetran 
a través de la boca, las branquias o microheridas que pueda tener el pez 
en su superficie. Se propaga por el torrente sanguíneo afectando al 
cerebro, al hígado y/o al intestino, llegando a invadir órganos como el 
bazo, el riñón o el músculo a través del tejido conectivo. Los peces 
afectados por escuticociliatosis muestran síntomas tanto a nivel externo 
(úlceras cutáneas, oscurecimiento de la piel, exoftalmia) como a nivel 
interno (acumulación de líquido ascítico, hemorragias) (Puig et al., 
2007; Moustafa et al., 2010). 
1.4.1. Mecanismos de adaptación al parasitismo de los 
escuticociliados 
Los ciliados poseen una serie de componentes que les permiten 
detectar el peligro. Mediante la quimiotaxis pueden percibir estímulos, 
tanto positivos como perjudiciales, que van a desencadenar una 
respuesta. En caso de que sean negativos, se pondrán en marcha los 
mecanismos de defensa necesarios para vencer o superar esa situación 
adversa. La supervivencia de un organismo, presa potencial de otro, 
depende de la efectividad de sus respuestas físicas, químicas y de 
comportamiento. Las defensas inducibles son respuestas flexibles en las 
que las sustancias liberadas por depredadores estimulan a los 
organismos presa potenciales para que se transformen en fenotipos 
resistentes a los depredadores. Las defensas inducidas pueden ser 
altamente protectoras; sin embargo, los beneficios a menudo se 
equilibran con los costos de acondicionamiento físico, como la 
disminución de las tasas de crecimiento o una reducción del potencial 
reproductivo (Wicklow, 1997). 
 Los ciliados utilizan diferentes estrategias para protegerse de 
depredadores o en respuesta a cambios ambientales.  El ciliado Euplotes 
octocarinatus cambia su forma de ovoide a circular, gracias a una 
reorganización del citoesqueleto, para aumentar su tamaño como 
mecanismo de defensa en presencia de distintos depredadores (Kusch, 
1993). Cambios similares inducidos por situaciones de depredación se 
han descrito en especies del género Colpidium (Fyda, 1998). 
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Este tipo de modificaciones también se han observado como 
respuesta frente a cambios ambientales desfavorables (Castro et al., 
2016). La escasez de nutrientes en el medio de cultivo puede provocar 
que algunos parásitos pasen de la forma microstoma a la forma 
macrostoma (De Felipe et al., 2017). Uronema marinum, es capaz de 
dividirse formando grupos de células móviles que pueden sobrevivir 
más tiempo gracias al aumento en la movilidad (Fenchel, 1990). Otros 
parasitos son capaces de adaptarse a condiciones de hambruna o 
inanición mediante la criptobiosis, una estrategia que consiste 
básicamente en la disminución en la tasa metabólica, el incremento de 
la actividad autofágica para disminuir el volumen celular, la 
deshidratación del citoplasma y la impermeabilización del cisto o quiste 
para una mayor protección frente a las condiciones externas (Keilin, 
1959). Es decir, además de un cambio fisiológico, las estrategias de 
defensa también se basan en la inanición y en la generación de formas 
de resistencia (quistes) como se ha descrito en Pseudocohnilembus 
pusillus (Fenchel, 1990), Colpoda aspera (Jiang et al., 2018) y en 
Euplotes encysticus (Chen et al., 2018), entre otros. 
Muchos ciliados se reproducen de manera asexual en condiciones 
de cultivo normales, pero en condiciones de inanición tiene lugar la 
conjugación. Las células se transforman en pre-conjugantes y se 
reproducen sexualmente cuando son sexualmente maduras. En este 
proceso, los individuos viejos son reemplazados por organismos nuevos 
con distintos genotipos. El intercambio de material genético va a 
generar un aumento en la variabilidad genética, lo que se traduce en una 
mayor adaptación y supervivencia de la especie (Sugiura y Harumoto, 
2001). 
Otro tipo de situación desfavorable que da lugar a estos cambios es 
la presencia de substancias nocivas en el medio de cultivo. Muchos 
ciliados cambian su estructura debido a que no son capaces de acumular 
y/o degradar estos compuestos. Bajo estas condiciones también se 
producen cambios a nivel de comportamiento y crecimiento. Para 
combatir la toxicidad, los ciliados han desarrollado otros mecanismos 
de defensa, como el aumento de la producción de varias enzimas 




(Somasundaran et al., 2018). Este tipo de estrategias también son 
llevadas a cabo por el patógeno cuando este se encuentra dentro del 
hospedador, ya que cambios en la producción de enzimas pueden llegar 
a evadir la respuesta inmunitaria del hospedador como método de 
supervivencia. Philasterides dicentrarchi es capaz de modificar su 
metabolismo y habitar ambientes anaerobios. Mediante la modulación 
en la expresión de diferentes genes es capaz de adaptarse rápidamente 
a condiciones de hipoxia, como las que se dan dentro del pez, y a 
cambios en las concentraciones de sales. Junto con estos mecanismos 
de adaptación, el ciliado desarrolla procesos de detoxificación de 
radicales libres que le permiten defenderse del sistema inmunitario del 
rodaballo. Estos mecanismos están regulados principalmente por tres 
enzimas antioxidantes (la catalasa, la peroxidasa y la superóxido 
dismutasa) que le permiten al ciliado eliminar los ROS generados por 
el pez (Lamas et al., 2009; Morais et al., 2009).  
Los protozoos también son capaces de liberar sustancias al exterior 
celular como mecanismo de defensa. Poseen una serie de orgánulos 
limitados por membranas que, por estímulos de naturaleza química o 
mecánica, descargan su contenido. Estas estructuras se encuentran 
situadas por debajo de la membrana plasmática, entre los sacos 
alveolares, y reciben el nombre de extrusomas (Paramá et al., 2006). 
Dentro de los ciliados, se han descrito los siguientes tipos de 
extrusomas en función de su contenido y/o tipo de substancias que 
liberan: mucocistos, liberan moco de naturaleza paracristalina 
(Tetrahymena pyrifomis); tricocistos, liberan filamentos 
paracristalinos, (Paramecium caudatum); toxicisto y haptocistos libera 
substancias venenosas (Didinium nasutum y Acineta tuberosa, 
respectivamente) (Hausmann, 1978). 
Ahondar en el estudio de los mecanismos adaptativos de 
Philasterides dicentrarchi, sobre los cuales solo se han desarrollado 
algunos estudios preliminares, puede suponer un gran avance a la hora 
de diseñar estrategias para luchar contra este patógeno. 
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1.4.2. Diferencias entre cepas.  Inmunogenicidad y virulencia 
En su parte externa, los ciliados presentan antígenos, los cuales 
modulan para adaptarse a diferentes condiciones o defenderse de la 
respuesta inmunitaria del hospedador, llegando a estar asociados con la 
virulencia (Swennes et al., 2006; Xu et al., 2009). Varios trabajos 
describen las diferencias en virulencia entre diferentes aislados/cepas 
de ciliados (Puig et al., 2007; Álvarez-Pellitero et al., 2004). Distintos 
antígenos han sido ampliamente estudiados en Cryptocaryon irritans 
(Priya, 2012; Mo et al., 2019) y en Ichthyophthirius multifiliis, donde 
se ha visto que estos antígenos generan altos niveles de anticuerpos, 
capaces de inmovilizar a los parásitos en ensayos in vitro (Hatanaka et 
al., 2007; Hatanaka et al., 2008). Sin embargo, se ha visto que esta 
caoacidad es dependiente del serotipo (Wang et al., 2002; Clark y 
Forney, 2003).  
El análisis de aislados obtenidos en diferentes piscifactorías ha 
permitido la caracterización de distintas cepas del ciliado P. 
dicentrarchi tanto a nivel molecular como a nivel de virulencia (Budiño 
et al., 2012). En 2008, Piazzon  y colaboradores observaron diferencias 
en la virulencia entre dos cepas de P. dicentrarchi, sugiriendo que las 
diferencias en el grado de virulencia podían estar asociadas tanto a las 
diferencias en los mecanismos de patogenicidad como a diferencias en 
la resistencia a las defensas inmunitarias del hospedador. Piazzon y 
cols. (2008) también vieron que algunos componentes o fracciones del 
aislado I1 eran más estimulantes e inducían estallido respiratorio y una 
mayor expresión de citoquinas en los leucocitos del rodaballo en 
comparación con el aislado C1, aunque este mostraba mayores niveles 
de actividad de SOD (superóxido dismutasa) y catalasa que I1. Ambos 
aislados presentaban resistencia a especies reactivas de oxígeno y 
nitrógeno y fueron altamente susceptibles a la incubación con 
complemento y anticuerpos, pero I1 fue más resistente que C1. Estudios 
posteriores han demostrado la existencia de varias cepas en este ciliado 
y que hay cepas entre las que no existe protección cruzada en rodaballos 
vacunados (Budiño et al., 2012). 
Se ha observado que al exponer a P. dicentrarchi a suero inmune 




de los ciliados sin que el suero llegue a producir lisis. Sin embargo, a 
las pocas horas, los ciliados se liberan asumiéndose así cambios en sus 
antígenos de inmovilización de superficie. También se observó que 
ciliados procedentes de cultivo no generaban aglutinación, sugiriendo 
que los trofozoítos infectados en el pez expresan algún antígeno de 
inmovilización de superficie diferente al expresado en las condiciones 
de cultivo. Estas posibles diferencias se han observado en los perfiles 
proteicos llevados a cabo mediante análisis SDS-PAGE, donde se 
observaron diferencias entre el patrón de bandas en ciliados de cultivo 
y ciliados aislados de peces infectados, sugiriéndose que es necesaria la 
expresión de ciertas proteínas para que los ciliados se adapten al 
hospedador (Iglesias et al., 2003b; Lee y Kim., 2008).  
En algunos estudios también se ha asociado la variación en el grado 
de virulencia al tiempo que los ciliados permanecen en cultivo. Todavía 
no se sabe con claridad el motivo, pero estas diferencias pueden estar 
relacionadas con una menor producción de proteasas por parte de los 
ciliados en el medio de cultivo con el paso del tiempo, lo que haría de 
estos ciliados unos patógenos menos virulentos (Kwon et al., 2003; 
Álvarez-Pellitero et al., 2004). Aunque en algunas especies los autores 
han sugerido que estas diferencias en el grado de virulencia pueden 
estar asociadas a variaciones antigénicas mediante las cuales los 
patógenos pueden modificar sus antígenos al pasar de las condiciones 
de cultivo a una infección del hospedador (Müller y Gottstein, 1998). 
Por todo ello, resulta importante identificar antígenos que puedan 
generar protección frente a diferentes cepas y analizar como P. 
dicentrarchi puede modular la expresión de estos en función de las 
condiciones en las que se encuentren.  
1.5. DIAGNÓSTICO Y TRATAMIENTO DE LA ESCUTICOCILIATOSIS 
El diagnóstico de la escuticociliatosis se puede llevar a cabo 
mediante la observación de frotis de úlceras o sangre y líquido ascítico 
al microscopio óptico, utilizando tinciones específicas con el fin de 
observar caracteres taxonómicos relevantes para la identificación 
(Iglesias et al., 2001; Budiño et al 2011a). También se pueden hacer 
análisis moleculares mediante PCR y secuenciación de diferentes 
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genes, lo que permite determinar la especie e incluso la cepa que 
provocó la infección. (Budiño et al., 2012; De Felipe et al., 2017).  
Para evitar la aparición de esta enfermedad es de vital importancia 
que, dentro de las plantas de cultivo, los protocolos de higiene se 
cumplan exhaustivamente, la manipulación de los peces sea adecuada 
con el fin de evitar microlesiones y que las condiciones de cultivo sean 
óptimas, reduciendo los factores de estrés. La escuticociliatosis puede 
estar asociada a otros problemas como infecciones bacterianas o de 
otros parásitos, generándose así mayores complicaciones y aumentando 
la importancia de llevar a cabo dichas medidas. Otro factor importante 
a tener en cuenta es la temperatura, ya que la enfermedad no se 
desarrollará a temperaturas inferiores a 18ºC, siendo óptima entre 20-
23ºC (Iglesias et al., 2003a).  
La Guía para la Gestión Sanitaria en Acuicultura (Rodgers y 
Furones, 2011), ha clasificado al escuticociliado parásito Philasterides 
dicentrarchi como parásito de riesgo 2, regional-marino para el 
rodaballo. Debido a que la legislación europea es bastante restrictiva a 
la hora de usar fármacos en plantas de cultivos, el mejor método de 
evitar esta enfermedad es implementar medidas higiénicas que actúen 
como primera barrera, así como el uso de químicos como la formalina 
o el peróxido de hidrogeno, o el empleo de antibióticos (Harikrishnan 
et al., 2010).  
1.6. SISTEMA INMUNITARIO DEL RODABALLO  
La funcionalidad del sistema inmunitario de los peces va a estar 
condicionada por las circunstancias ambientales en las que el organismo 
viva, siendo susceptible a condiciones de estrés como cambios de 
temperatura, mala alimentación, cambios osmóticos, contaminantes, 
etc. (Lushchak, 2016; Lushchak, 2011). Muchos de los organismos 
patógenos son oportunistas y su virulencia se ve favorecida por estas 
condiciones desfavorables para el pez (Ellis, 2001). Para entender cómo 
funcionan los sistemas de defensa en los organismos marinos tenemos 
que tener en cuenta que existen dos tipos de sistemas inmunitarios: el 
sistema inmunitario innato (natural o inespecífico) y el sistema 




Ashfaq et al., 2019). El sistema inmunitario innato está presente 
prácticamente en todos los seres vivos, desde los organismos 
unicelulares como las bacterias hasta los mamíferos (Lozano, 2012). En 
el caso de los peces el sistema inmunitario innato es muy antiguo 
filogenéticamente, dando lugar a diferencias significativas a la hora de 
llevar a cabo estudios de inmunogenicidad comparativa entre especies 
de este grupo frente al grupo de los mamíferos (Rauta et al., 2012). En 
algunos casos, el sistema inmunitario innato se basa en mecanismos 
inmunitarios básicos como péptidos antimicrobianos (citoquinas y 
defensinas), el sistema del complemento o la fagocitosis (llevada a cabo 
por macrófagos y neutrófilos). Se trata de un mecanismo de defensa que 
comienza con una respuesta de tipo humoral mediante la generación de 
moco, que actúa como barrera física, ya que dificulta la entrada de 
invasores, y la activación de componentes humorales del sistema 
inmunitario innato como complemento, lisozimas, péptidos 
antimicrobianos o lectinas, etc. (Akhter et al., 2015). La respuesta 
celular es llevada a cabo por diferentes poblaciones de leucocitos 
(mastoscistos, células citotóxicas no específicas, macrófagos y 
granulocitos) (Lieschke y Trede, 2009). 
Los patógenos son reconocidos por receptores de reconocimiento 
de patrón (receptores tipo Toll, entre otros) que se encuentran en los 
macrófagos (células del sistema inmunitario), los cuales inducen la 
expresión de varias citocinas inflamatorias, como el TNF-α o la IL-1β, 
y quimiocinas. Estos mecanismos han sido descritos en peces, incluido 
el rodaballo (Ordás et al., 2007; Roca et al., 2008; Rebl et al., 2010). 
Este reconocimiento está relacionado con otro mecanismo llamado 
quimiotaxis, llevado a cabo por los fagocitos, y que está inducido por 
diferentes factores del complemento (quimiocinas y prostaglandinas, 
entre otros). La migración celular de agentes inflamatorios tiene lugar 
principalmente en la cavidad peritoneal de los peces, siendo los 
neutrófilos, muy abundantes en la sangre, los primeros en migrar al 
lugar de inflamación. Durante las primeras horas el número de 
neutrófilos se incrementa y, posteriormente, existe un aumento en la 
población de macrófagos (Afonso et al., 2005; Cuesta et al., 2007). Se 
piensa que los neutrófilos extravasados una vez han realizado su 
IRIA FOLGUEIRA LÓPEZ 
52 
 
función se convierten en apoptóticos para mejorar la resolución de la 
inflamación (Filep et al., 2009). A la vez que se produce la migración 
celular, tiene lugar una activación celular que propicia la estimulación 
de diversas rutas metabólicas entre las que se encuentran la producción 
de ROS (intermediarios reactivos de oxígeno) y RNS (intermediarios 
reactivos de nitrógeno), los cuales participan en la destrucción del 
patógeno y contribuyen a causar lesiones tisulares. Esto sucede porque, 
cuando las células fagocíticas del pez ingieren partículas, se produce un 
aumento en el consumo de oxígeno, independiente de la respiración 
mitocondrial, dando lugar a un proceso conocido como explosión 
respiratoria. Como consecuencia se generan radicales libres de oxígeno 
y nitrógeno altamente citotóxicos frente a bacterias y parásitos 
invasores (Martin y Feng, 2009; Mathias et al., 2009; Olavarría et al., 
2010). 
Si los patógenos son capaces de superan las barreras física y los 
otros elementos que constituyen la inmunidad innata estos pueden ser 
identificados por los componentes que conforman el sistema inmune 
adaptativo (Rauta el al., 2012). En los peces, este tipo de respuesta 
inmunitaria está mediada por diferentes tipos de leucocitos, incluidos 
los linfocitos T, que comprenden linfocitos T citotóxicos (CTL) y 
células T auxiliares (Th) (Ashfaq et al., 2019). La inmunidad adaptativa 
desempeña un papel vital en la protección contra infecciones 
recurrentes mediante la generación de células de memoria (inmunidad 
celular) y receptores específicos solubles y unidos a la membrana 
(inmunidad humoral) como los receptores de células T y las 
inmunoglobulinas (Igs), que permiten la eliminación de los pátogenos 
que generan infecciones en peces (Burgos-Aceves et al., 2016). 
1.6.1. La respuesta inmunitaria frente a la vacunación 
El control y la prevención de enfermedades en acuicultura se lleva 
a cabo fundamentalmente a través de tratamientos químicos, 
antibióticos y vacunas. Sin embargo, al existir una regulación muy 
exigente en cuanto a los tratamientos permitidos, la vacunación es el 
método preferido. Las vacunas se pueden administrar básicamente de 
tres formas: por la vía oral, por inmersión y mediante inyección; siendo 




et al., 2002; Sommerset et al., 2005). Dentro de esta opción, la 
inyección intraperitoneal es seguramente el mejor método disponible 
para prevenir la aparición de enfermedades en peces (Tafalla et al., 
2013).  
 
La cavidad peritoneal de peces sin vacunar contiene una mezcla de 
células, cuya proporción y tipo celular suele variar entre especies, 
siendo las células más comunes los macrófagos, los neutrófilos y los 
linfocitos (do Vale et al., 2002). En algunas especies se ha descrito 
también la presencia de células granulares eosinófilas, aunque en una 
proporción muy baja (Afonso et al., 2005). La inyección de vacunas y 
otros agentes inflamatorios en la cavidad peritoneal genera un 
incremento en el número de células, especialmente neutrófilos y 
macrófagos (do Vale et al., 2002; Chaves-Pozo et al., 2005).  
Los preparados antigénicos pueden contener el microorganismo 
entero, como es el caso del uso de bacterinas, que contienen bacterias 
muertas inactivadas con formol. En las vacunas con organismos vivos 
atenuados, se utilizan microorganismos vivos con una virulencia 
disminuida y, por lo tanto, tienen una menor capacidad para causar 
enfermedad. Otros preparados contienen vacunas de subunidades, 
compuestas por determinados antígenos obtenidos mediante 
purificación o utilizando la tecnología del ADN recombinante, así como 
porciones de material genético (vacunas de ADN) (Orbegozo-Medina 
et al., 2019).  
Los antígenos por sí solos no inducen una buena respuesta, por lo 
que es necesario recurrir al uso de adyuvantes para incrementar su 
inmunogenicidad, aumentando la respuesta inmunitaria frente al 
antígeno y prolongándola en el tiempo. Los adyuvantes oleosos son los 
más usados, siendo el más ampliamente utilizado en experimentación 
el adyuvante completo de Freund (FCA), que está compuesto por una 
suspensión de Mycobacterium inactivada por calor, un aceite mineral y 
un surfactante (Tafalla et al., 2013). Debido a su alta toxicidad, el FCA 
ha sido reemplazado paulatinamente por el adyuvante incompleto de 
Freund (FIA). Este adyuvante genera una más lenta y menor respuesta 
inmunitaria, pero es menos agresivo ya que en su composición no está 
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presente la suspensión de Mycobacterium inactivada por calor (Tafalla 
et al., 2013). Otro adyuvante oleoso, en este caso muy utilizado en 
peces, es el que aparece con la marca comercial Montanide, el cuál ha 
sido utilizado tanto en vacunas frente a bacterias como frente a 
parásitos, induciendo generalmente una buena respuesta inmunitaria 
(Ninomiya et al., 2001; Ravelo et al., 2006, Lamas et al., 2008). Sin 
embargo, los adyuvantes oleosos suelen causar daños importantes en el 
sitio de la vacunación, como pueden ser la formación de granulomas y 
adhesiones internas, y a menudo provocan una disminución del 
crecimiento en los peces vacunados (Noia et al., 2014).   
También se han realizado muchos estudios, y se siguen llevando a 
cabo investigaciones, en relación con uso de tratamientos 
inmunoestimulantes con microesferas, generadas a partir de polímeros, 
las cuales no parecen tener efectos adversos relevantes y además 
inducen una buena respuesta inmunitaria (Paramá et al., 2005; León-
Rodríguez et al., 2012 y 2013). 
En el caso particular de la escuticociliatosis, la inyección de 
preparaciones purificadas de antígenos ha demostrado ser eficaces 
frente a esta enfermedad mediante la producción de anticuerpos frente 
a estos antígenos (Iglesias et al., 2003b). En 2008, se desarrolló una 
vacuna inactivada frente a un aislado de P. dicentrarchi capaz de 
producir una protección relativa del 77% y 66% pasados uno y cinco 
meses tras la segunda dosis, respectivamente, lo que indica que la 
emulsión utilizada de antígeno más adyuvante oleoso induce una 
protección duradera contra la infección por este parásito en rodaballo 
cultivado. En ese mismo año, se optimizó la formulación de esta 
vacuna, elevando al 100% la protección obtenida mediante una mezcla 
de 106 ciliados/ml; 0,2% de formalina y 50% de adyuvante (Seppic 
Montanide ® ISA 763A) (Lamas et al, 2008). Sin embargo, a pesar de 
la protección inducida, este adyuvante generó daños en la cavidad 
peritoneal de los peces (Noia et al., 2014).   
Hoy en día no hay evidencia de que exista una vacuna que pueda 
proteger frente a diferentes cepas de P. dicentrarchi. Rodaballos 




protección, y la protección efectiva solo es alcanzada cuando se usa el 
mismo aislado en la vacunación y en la infección (Piazzon et al., 2008; 
Budiño et al., 2012). El hecho de desarrollar una vacuna que no genere 
daños en el pez y que pueda inducir una alta protección frente a 












Capítulo 2  
OBJETIVOS 
En los últimos 15 años se ha generado mucha información sobre 
diferentes aspectos relacionados con la fisiología y la virulencia de P. 
dicentrarchi; sin embargo, todavía existen incógnitas relevantes sobre 
cómo este ciliado evade la acción del sistema inmunitario del 
hospedador, especialmente en los primeros instantes tras la infección en 
los que interacciona con componentes séricos o tras el ataque de los 
leucocitos.  
En base a las investigaciones previas realizadas por nuestro grupo 
de investigación se ha conseguido obtener una vacuna que contiene 
ciliado entero inactivado como antígeno y que induce una buena 
protección en rodaballo frente al ciliado; sin embargo, se desconoce 
cuáles son los antígenos  específicos que inducen esa protección. Este 
conocimiento es básico para generar otro tipo vacunas que puedan 
inducir una protección universal frente a las diferentes cepas de P. 
dicentrarchi, entre las cuales no existe protección cruzada.  
Se ha visto que los ciliados pierden la virulencia en cultivo. Para 
poder mantener parásitos virulentos de forma eficiente sin tener que 
realizar infecciones periódicas en el pez, y sin que esto acarree gastos 
en el mantenimiento ni problemas de contaminación a la hora de 
manejar los cultivos, se hace necesaria una técnica que permita disponer 
de ciliados virulentos de forma rápida y sencilla. 
El presente proyecto de tesis pretende abordar estos aspectos; por 
lo que se han planteado los siguientes objetivos: 
1. Desarrollar un protocolo de criopreservación de los ciliados que 
permita conservarlos durante largos periodos de tiempos sin necesidad 
de cultivarlos de manera continuada in vitro, lo que supondría un 
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enorme ahorro de tiempo, así como la disminución del riesgo de que se 
produzca contaminación o pérdida de virulencia. 
 
2. Estudiar los mecanismos de defensa del ciliado frente a ROS, 
mediados por las enzimas superóxido dismutasas (SOD), y de evasión, 
mediados por los extrusomas, con el fin de desarrollar fármacos 
inhibidores o vacunas frente a Philasterides dicentrarchi. 
 
3.  Identificar proteínas del ciliado que induzcan protección en el 
rodaballo y generar péptidos quiméricos recombinantes como antígenos 
en vacunas frente a una o varias cepas.  
 
4. Desarrollar un nuevo adyuvante que genere niveles de respuesta 
similares a los de los adyuvantes oleosos clásicos, pero resultando 



























PROTOCOLO DE CRIOCONSERVACIÓN DE P. 
dicentrarchi 
3.1. RESUMEN 
El protocolo desarrollado permite mantener con éxito cepas de 
Philasterides dicentrarchi y también cepas comerciales del género 
Miamiensis, manteniendo su virulencia. Los resultados obtenidos 
indican que el protocolo de criopreservación permite el mantenimiento 
de las cepas durante un largo periodo de tiempo sin que estas pierdan la 
virulencia, lo que resulta de gran importancia ya que, tras la 
descongelación, los ciliados pueden ser utilizados para estudios de 
protección, producción de vacunas y ensayos para analizar los 
mecanismos de evasión y defensa; reduciéndose así las diferencias que 
puedan darse entre distintos cultivos. Además, se ha demostrado que 
con esta metodología se obtienen mejores resultados en comparación 
con otras utilizadas en distintos escuticociliados, logrando una mayor 
supervivencia tras la descongelación partiendo de una menor 
concentración inicial de ciliados. Se ha comprobado que la fase de 
crecimiento del cultivo es el factor más importante para la 
crioconservación. Los ciliados deben de haber alcanzado la fase 
estacionaria (día 6 de cultivo) ya que durante la fase logarítmica el 
porcentaje de supervivencia es menor. 
 
3.2. INTRODUCCIÓN 
El método utilizado en el laboratorio para el mantenimiento de 
aislados de escuticociliados se lleva a cabo mediante la realización de 
subcultivos. Esta forma de conservación, además de acarrear un gasto 
económico en material y una inversión de tiempo, supone un riesgo 
debido a los posibles problemas de contaminación asociados a la 
manipulación. Al mismo tiempo, mediante esta metodología los 
ciliados conservan la capacidad de infectar al rodaballo hasta 
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aproximadamente los primeros veinte pases; generándose diferencias 
en la virulencia en cultivos in vitro a largo plazo (mayor número de 
pases) (Álvarez-Pellitero et al., 2004; Song et al., 2009), por lo que es 
necesario realizar infecciones experimentales periódicas en peces para 
recuperar la virulencia (Paramá et al., 2003). Por otra parte, varios 
estudios han demostrado la existencia de una variación intraespecífica 
en Philasterides dicentrarchi que genera diferencias antigénicas entre 
cepas y que pueden ser alteradas durante el mantenimiento del 
subcultivo serial que afecta a la protección después de la vacunación 
(Piazzon et al., 2008; Budiño et al., 2011b; Budiño et al., 2012). Hasta 
ahora no se había logrado la crioconservación del parásito 
escuticociliado P. dicentrarchi; sin embargo, el logro de este objetivo 
permitiría evitar las desventajas del subcultivo (también observadas en 
el cultivo de otros protozoos), trabajo intensivo, evitar la contaminación 
bacteriana y fúngica de cultivos, minimizar la deriva genética 
manteniendo las características únicas de las cepas, preservar la 
infectividad y la inmunogenicidad de las cepas, etc. (Booth et al., 1996; 
Miyake et al., 2004; Shaw-Saliba et al., 2016; Bastiaens et al., 2016; 
Patrapuvich et al., 2016). 
 
      Para mantener distintas especies de protozoos en el laboratorio 
durante largos períodos de tiempo sin frecuentes subcultivos se han 
probado técnicas como el secado, la liofilización y la crioconservación 
(James, 2004; Miyake et al., 2004; Gwo et al., 2005).  
La  crioconservación o criopreservación es el proceso mediante el 
cual las células o tejidos son congelados a temperaturas que oscilan 
entre los -80 °C y los -196 °C. A estas temperaturas tan bajas se 
disminuyen las funciones vitales, llegando a cesar incluso las 
reacciones bioquímicas que darían lugar a la muerte celular, por lo que 
es posible mantener a un organismo crioconservado durante largos 
periodos de tiempo (Baust et al., 2009). 
Por lo tanto, con esta técnica se eliminan las desventajas debidas al 
mantenimiento in vitro como la duración de los procedimientos 
utilizados, las dificultades en el aislamiento inicial, la pérdida de cepas, 




características biológicas y metabólicas originales o el restablecimiento 
de infecciones in vivo (Miyake et al., 2004; De Paoli, 2005). El 
subcultivo en serie, particularmente de cepas axénicas, también puede 
dar como resultado la pérdida de características biológicas tales como 
la virulencia (Kwon et al., 2003). 
Cepas de escuticociliados marinos de los géneros Methanophrys, 
Miamiensis, Parauronema, Paranophrys, Pseudocohnilembus y 
Uronema han sido criopreservadas en medios de crioconservación que 
utilizan glicerol (propan 1, 2, 3-triol), metanol y dimetilsulfóxido 
(DMSO) como agentes crioconservantes (Simione y Brown, 1991; 
Anderson et al., 2009). 
El objetivo de este trabajo fue elaborar un protocolo de 
crioconservación eficaz, con un elevado redimiento en la supervivencia 
tras la descongelación, para el almacenamiento a largo plazo de la 
especie escuticociliada parasitaria del rodaballo Philasterides 
dicentrarchi. Para ello, se desarrolló y optimizó un protocolo de 
conservación similar al usado en escuticociliados del género 
Miamiensis, realizando pruebas mediante la modificación de distintos 
parámetros involucrados en la crioconservación. 
3.3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.3.1. Los animales experimentales 
Los animales utilizados en la presente tesis doctoral fueron tratados 
según los criterios de protección, control, cuidado y bienestar animal, 
siguiendo los requerimientos legislativos referentes al uso de animales 
para la experimentación, según el Real Decreto 53/2013, de 1 de 
febrero, por el que se establecen las normas básicas aplicables para la 
protección de los animales utilizados en experimentación. Todos los 
animales han sido manipulados por personal acreditado del acuario o 
por los profesores José Manuel Leiro Vidal y Jesús Lamas Fernández 
(categorías B, C y D). Todos los protocolos empleados han sido 
aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de 
Compostela. 
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Los rodaballos, Scophthalmus maximus (Linnaeus, 1758), de unos 
50 g de peso, fueron obtenidos de Stolt Sea Farm y durante los ensayos 
se mantuvieron en tanques de 250 L con recircularización de agua de 
mar, aireación constante, fotoperiodo de 12 h luz/oscuridad, 
temperatura de 17-18 ºC y se alimentaron diariamente con pienso 
comercial (Skretting, Burgos, España). El tiempo de aclimatación de 
los peces a las instalaciones y a estas condiciones desde la llegada hasta 
el inicio del ensayo fue de dos semanas como mínimo. 
Para la experimentación en rodaballo se siguió el procedimiento 
“Mecanismos de interacción Philasterides dicentrarchi – rodaballo e 
desenvolvemento de ferramentas para o control da escoticociliatose” 
con código 15004-15-001, el cual se llevó a cabo en el acuario de la 
Universidad de Santiago de Compostela. 
Para los ensayos realizados en sucesivos capítulos se utilizaron 
hembras de ratón (Mus musculus Linnaeus, 1758) de la cepa ICR 
(Swiss) CD-1 de 8-10 semanas de edad adquiridos del Animalario 
Central de la Universidad de Santiago de Compostela y que procedían 
de la empresa Charles River Laboratories (Barcelona). Condiciones 
animalario USC. 
Para la experimentación en ratón se siguieron los procedimientos 
“Mejora de una vacuna frente a Philasterides dicentrarchi para un 
control eficaz de la escuticociliatosis en el rodaballo de cultivo” con 
código 15007 AE/09/INV MED 02/ PAT 05/ ET, “Caracterización de 
la variabilidad intraespecífica en escuticociliados del rodaballo y 
búsqueda de antígenos protectores para establecer estrategias eficaces 
de diagnóstico y control” con código 15007AE /10 / FUN 01 / IMN 06 
/ JMLV1 e “Inmunización con antígenos parasitarios” con código 
15007 AE /12 / FUN 01 / PAT 05 / E / FMU4. Todos estos 
procedimientos se llevaron a cabo en el Animalario del Laboratorio de 
Parasitología de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Santiago 
de Compostela. 
Para la experimentación en conejo (Oryctolagus cuniculus 




procedimiento “Producción de anticuerpos policlonales en conejo 
frente a antígenos de protozoos ciliados parásitos de peces” con código 
03/19/LU-002. Estos procedimientos se llevaron a cabo en el 
Animalario de Experimentación Animal. Sección de Animalario 
Experimental (Lugo) perteneciente a la Red de infraestructuras de 
Apoyo e Investigación y al Desarrollo Tecnológico (RIAIDT) de la 
Universidad de Santiago de Compostela. 
Todos los ensayos de la presente tesis han seguido los criterios aquí 
expuestos. 
3.3.2. Cepas de escuticociliados y cultivo 
Las cepas de Philasterides dicentrarchi fueron aisladas de líquido 
ascítico procedente de rodaballos infectados de forma natural durante 
brotes de escuticociliatosis en distintas piscifactorías de Galicia 
(Budiño et al., 2011b). El mantenimiento de los ciliados se llevó a cabo 
en medio Leibovitz L-15 (medio L-15) suplementado con suero fetal 
bovino al 10%, lípidos (lecitina y Tween 80), nucleótidos y glucosa 
(medio L-15 completo estándar) bajo condiciones de cultivo descritas 
por Iglesias et al. (2003a).  
Las cepas Ma y Ma/2 de Miamiensis avidus depositadas por A. T. 
Soldo y E. B. Small con el nombre Miamiensis avidus Thompson y 
Moewus (ATCC® 50179TM y ATCC® 50180TM, respectivamente) 
fueron adquiridas de la Type Culture Collection (ATCC, EEUU). 
Ambas cepas fueron cultivadas axénicamente en medio 1651 MA 
ATCC® (LGC Standards, España) a 25ºC y subcultivadas cada 3 días, 
aproximadamente. 
A la hora de analizar el crecimiento in vitro, las diferentes cepas de 
P. dicentrarchi y de M. avidus se incubaron a 21 oC en frascos de cultivo 
de 25 cm2, a una concentración inicial de 5x104 ciliados/mL en un 
volumen final de 30 mL de medio 1651 MA ATCC® diluido 1:1 en agua 
bidestilada (medio MM). Cada día, durante los 6 días que duró el 
seguimiento del cultivo, se cogieron 3 muestras de 15 µL del frasco de 
cultivo, se inactivaron los ciliados con glutaraldehído (Sigm-Aldrich) 
al 0,25%, y se contaron en un hemocitómetro (Iglesias et al., 2003a). 
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3.3.3. Protocolo de congelación  
Los ciliados se concentraron por centrifugación a 700 x g durante 
5 minutos y se resuspendieron en 0,5 mL del medio correspondiente en 
cada caso. Los viales (criotubos estériles de plástico con tapa de rosca 
(Nunc, Thermo Scientific, China)), fueron depositados en una caja de 
congelación celular (CoolCell, Biocision), que disminuye la 
temperatura de su contenido en -1ºC /min, y almacenados en un 
congelador a -80ºC durante 2 horas. Posteriormente, los crioviales 
fueron dispuestos dentro de las cajas de un contenedor de nitrógeno 
líquido para su conservación. 
 
3.3.4. Protocolo de descongelación 
Los crioviales almacenados en el nitrógeno líquido se pasaron a un 
baño de agua a 37ºC y se dejaron descongelar durante 2 minutos. A 
continuación, los ciliados se concentraron por centrifugación a 
temperatura ambiente para eliminar el medio de crioconservación en 
condiciones de esterilidad. Los ciliados fueron resuspendidos en 0,5 mL 
de medio MM y transferidos a un frasco de cultivo de 25 cm2 
(Corning™ Cell Culture Treated Flasks) completando con medio hasta 
un volumen final de 2,5 mL. Para cada ensayo se utilizaron dos 
crioviales por frasco (volumen final 5 mL). Los frascos de cultivo se 
incubaron a 21 ºC en posición horizontal y se llevó a cabo un control 
del crecimiento diario mediante visualización al microscopio invertido 
(Nikon Eclipse CFL60, Japón).  
3.3.5. Estudios comparativos para la optimización de la 
crioconservación 
Para ajustar las condiciones del ensayo y así obtener los máximos 
niveles de supervivencia se llevaron a cabo estudios comparativos 
mediante los cuales se evaluaron los distintos parámetros involucrados 
en la crioconservación (Tabla 1). Para todas las pruebas se utilizaron 





Tabla 1: Ensayos comparativos llevados a cabo teniendo en cuenta distintos 
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3.3.5.1. Efecto de la concentración de ciliados 
El primer factor a tener en cuenta fue la concentración de ciliados. 
Durante las primeras pruebas se utilizaron 2,5x105; 5x105; 1x106 o 
2x106 ciliados por criovial en medio MM con un 11% de DMSO y un 
2,5; 5 o 10% de glicerol, respectivamente. Los ciliados utilizados en 
este ensayo procedían de un cultivo de 2 días. 
3.3.5.2. Efecto de la fase de cultivo y agentes crioprotectores 
Posteriormente, se analizó conjuntamente el día de cultivo y el 
medio de crioconservación. Para todos estos ensayos, utilizamos 5x105 
ciliados recogidos a diferentes etapas de cultivo (2, 4 y 6 días) en 0,5 
mL de medio. Se probó una combinación de crioprotectores usando 
DMSO al 11% y glicerol al 2,5; 5; 7,5 o 10% en cada caso, en tres 
medios distintos: 1) medio MM, 2) medio L-15 y 3) agua de mar 
artificial (en g/L: 23,926 g NaCl; 4,008 g Na2SO4; 0,677 g KCl; 0196 g 
NaHCO3; 0,098 g KBr; 0,026 g H3BO3; 10 g Cl2Mg; 2,22 g CaCl2; 
Kester et al., 2003) (AMA).  
A continuación, se probaron dos compuestos más como agentes 
crioprotectores: propilenglicol (PPG) y metanol. Para ello, los ciliados 
se resuspendieron en 0,5 mL de medio MM con un 11% de DMSO y 
un 2,5; 5; 7,5 o 10% de PPG o metanol, en cada caso. 
También se probaron diferentes concentraciones de DMSO. En 
este caso, los ciliados se resuspendieron en 0,5 mL de medio MM con 
un 5% de glicerol y un 2,5; 5; 11; 16 o 22% de DMSO en cada caso. 
Además, se analizó si el hecho de utilizar suero fetal bovino (FBS) 
en el proceso de crioconservación tenía algún efecto. En este caso, se 
utilizaron ciliados procedentes de un cultivo de día 6, los cuales se 
congelaron en 0,5 mL de medio MM que contenía FBS al 84%, FBS al 
84% y DMSO al 11%, FBS al 84% y glicerol al 5% o FBS al 84%, 
DMSO al 11% y glicerol al 5%. Como controles de este ensayo también 
se utilizó medio MM con solo glicerol al 5%, con solo DMSO al 11% 




Por último, y con el fin de mejorar los resultados obtenidos hasta 
el momento, se llevaron a cabo dos pruebas más. Por un lado, se probó 
a congelar y descongelar los ciliados en medio L-15 como alternativa 
al medio MM usando 5x105 ciliados por criovial de cultivos a día 6 en 
medio MM o L-15 y utilizando en las mezclas de crioconservación solo 
glicerol al 5%, usando solo DMSO al 11%, usando una combinación de 
ambos y usando solo FBS al 90% en medio MM o medio L-15, 
respectivamente. Por otro lado, se incrementó hasta 24 horas el tiempo 
que los crioviales permanecían a -80oC en la caja de congelación celular 
(CoolCell, Biocision) antes de ser pasados al contenedor de nitrógeno 
líquido. En este caso, los ciliados de día 6 de cultivo se crioconservaron 
en medio MM con un 5% de glicerol y un 11% de DMSO. 
3.3.6. Evaluación de la supervivencia y crecimiento in vitro 
Después de la descongelación, los frascos fueron observados al 
microscopio invertido para comprobar la viabilidad y morfología. La 
supervivencia fue evaluada mediante la movilidad de los parásitos. Para 
ello, se hizo un recuento del número de ciliados en movimiento en 
distintos campos del frasco con el objetivo 20X. Los resultados 
obtenidos fueron expresados como número de ciliados móviles (NCM) 
por frasco de cultivo utilizando la siguiente fórmula: 




NCM1: número de ciliados móviles en la muestra después de la 
descongelación.   
 
 
S: superficie del frasco de cultivo (25 x 102 mm2)  
 
 
Sf: superficie de un campo con el objetivo 20X (0,95 mm2)  
 
 
Nf: número de campos del frasco de cultivo contados (n = 5) 
 
 
V: volumen total de muestra (5 mL) 
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Los recuentos se llevaron a cabo en tres frascos (triplicados) para 
calcular las medias y la desviación estándar para la supervivencia, 
calculada a 24, 48 y 72 h tras la descongelación. 
Para la viabilidad, los resultados fueron obtenidos de la misma 
manera y expresados en porcentaje (%) sobre el total de ciliados usados 
en el ensayo. 
3.3.7. Diseño del modelo predictivo 
Para evaluar los efectos de dos componentes de la 
crioconservación; la concentración de glicerol como crioprotector (A) 
y el día de cultivo de los ciliados (B), sobre la viabilidad de P. 
dicentrarchi tras la congelación se desarrolló un modelo predictivo 
aplicando un diseño factorial 3^2 con el programa STATGRAPHICS 
Centurion XVI version 16.1.15 Windows (Statgraphics.net, Madrid), 
como describió Lamas et al. en 2008. Este programa crea un diseño 
factorial a partir de 10 resultados (% de viabilidad a 24 h tras la 
descongelación) obtenidos de la combinación de 2 factores (% de 
glicerol y día de cultivo). 
3.3.8. Evaluación de la virulencia tras la congelación 
Dos grupos de peces, de 5 rodaballos cada uno, fueron infectados 
intraperitonealmente con 0,1 mL de ciliados a una concentración de 106 
ciliados/mL en tampón fosfato salino (PBS: 0. 015 M solución tampón 
fosfato, 0. 15 M NaCl, pH 7.2) (Paramá et al., 2003). Para uno de los 
grupos se utilizaron ciliados frescos (procedentes de un cultivo de larga 
duración) y para el otro grupo ciliados descongelados (poco tiempo en 
medio de cultivo). La infección fue confirmada post mortem por la 
presencia de ciliados en órganos y tejidos. 
3.3.9. Análisis estadístico 
Los resultados fueron expresados como los valores de las medias  
la desviación estándar calculados a partir de cinco valores (n=5). Para 
el análisis estadístico se utilizó un t-test usando el método de 




En otros capítulos de esta tesis, los datos fueron examinados por 
análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de un test de 
Tukey-Kramer para comparaciones múltiples.  
 Las diferencias entre los grupos dentro de cada ensayo fueron 
consideradas significativas a partir de P  0,05. 
 3.4. RESULTADOS 
3.4.1. Concentración de ciliados por criovial 
Para establecer la concentración óptima de ciliados por criovial se 
congelaron 2,5x105; 5x105; 1x106 y 2x106 trofozoitos por tubo en medio 
MM con un 11% de DMSO y un 2,5; 5 o 10% de glicerol, 
respectivamente. Solo se observaron ciliados móviles cuando el 
porcentaje de glicerol usado fue del 5%. Sin embargo, el porcentaje de 
supervivencia varió en función del número de ciliados iniciales por 
criovial. Si partimos de 2,5x105 ciliados/criovial no se obtiene 
supervivencia. En aquellos crioviales en los que la concentración inicial 
fue de 1x106 y 2x106 ciliados sí se observó supervivencia, pero en 
valores inferiores con respeto a los obtenidos al utilizar 5x105 
ciliados/criovial, dónde se alcanzaron los niveles más altos de ciliados 




2,5% de glicerol y 
11% de DMSO en 
medio MM 
5% de glicerol y 
11% de DMSO en 
medio MM 
10% de glicerol y 
11% de DMSO en 
medio MM 
2,5x10
5 0±0 0±0 0±0 
5x10
5 0±0 253742,6±6001,6 0±0 
1x10
6 0±0 799,111±66,2 0±0 
2x10
6 0±0 63,5±3,0 0±0 
Tabla 2:  NCM/frasco a 72 horas tras la descongelación de ciliados congelados 
a diferentes concentraciones por criovial en medio MM con un 11% de DMSO y un 2,5; 
5 o 10% de glicerol. Los resultados representados indican el valor de las medias ± las 
desviaciones estándar del NCM/frasco contados en cinco crioviales. 
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3.4.2. Efecto del medio de cultivo, de la fase de cultivo y del 
porcentaje de agente crioconservante sobre la crioconservación de 
la cepa I1 de Philasterides dicentrarchi 
Varios factores que pueden afectar a la eficacia de la 
crioconservación fueron evaluados conjuntamente. Uno de estos 
factores fue el medio de cultivo utilizado para el crecimiento de los 
ciliados. Se utilizaron tres medios distintos, donde los escuticociliados 
se mantuvieron 6 días en cultivo antes de la criopreservación: 1) medio 
MM, 2) medio L-15 y 3) agua de mar artificial (AMA). Los mayores 
niveles de supervivencia tras la descongelación se obtuvieron en 
aquellas muestras en las que los ciliados se crecieron en MM durante 6 
días y en las que se utilizó un 5% de glicerol como crioprotector 
combinado con un 11% de DMSO (Figura 1). En medio MM y en L-15 
el cultivo entra en fase estacionaria a partir del tercer día mientras que 
en agua de mar artificial no se observa crecimiento en el número de 
parásitos, ya que el cultivo se mantiene sin cambios durante el periodo 
de estudio (Figura 2A). El mayor crecimiento se alcanzó con el medio 
MM, en el cual la mayoría de los ciliados presentaban la forma 
microstoma y solo una minoría presentaba la forma tomite a día 6 de 
cultivo. Por el contrario, prácticamente todos los ciliados cultivados en 
agua de mar artificial presentaban la forma tomite el mismo día de 











Fig.  1: Efecto del medio de cultivo, etapa de crecimiento y del porcentaje de 
glicerol como agente crioprotector en la eficacia de la criopreservación en la cepa 




medio L-15 y en agua de mar artificial (AMA). Los crioviales (0,5 mL) contenían 105 
trofozoitos/mL, procedentes de un cultivo a diferente fase de crecimiento (2, 4 y 6 
días), los cuales fueron crioconservados en un contenedor de N
2
 líquido en un medio 
de criopreservación que contenía MM suplementado con un 11% de DMSO y diferentes 
concentraciones de glicerol: A) 2,5 %; B) 5,0 %; C) 7,5 % o D) 10%. La supervivencia 
tras la descongelación fue expresada como el número de ciliados móviles 
(NCM)/frasco a 24, 48 y 72 h tras la descongelación. Los resultados representados 
indican el valor de las medias ± las desviaciones estándar del NCM/frasco contados 




Fig. 2: A) Curva de crecimiento y B) porcentaje de tomites de la cepa I1 de 
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(AMA), incubados durante 6 días a 21ºC. Cada punto representa el valor de la media 
± la desviación estándar de cinco recuentos. Los asteriscos indican el nivel de 
significación: ***P<0,05, **P<0,01 y *P<0,001. Las fotografías realizas al microscopio 
y situadas a la derecha del gráfico “a” muestran las formas microstoma (m) y tomite 
(t) presentes en medio MM, L15 y AMA a día 6 de cultivo. 
3.4.3. Pruebas con otros crioprotectores a distintas 
concentraciones, alternancia de medios para la 
congelación/descongelación y tiempo de conservación de los 
crioviales a -80 oC 
Con el fin de descartar posibles combinaciones que diesen lugar a 
un mayor rendimiento en el protocolo de crioconservación, se llevaron 
a cabo ensayos que permitieron comparar el efecto del glicerol sobre la 
crioconservación frente a otros crioprotectores como el propilenglicol 
(PPG) y el metanol, y evaluar la eficacia de la criopreservación en 
función del porcentaje de DMSO utilizado. 
Las concentraciones usadas tanto para el PPG como para el 
metanol fueron 2,5; 5; 7,5 o 10% de crioprotector en medio MM 
suplementado con DMSO al 11%. Para ambos compuestos, se 
obtuvieron los mayores porcentajes de supervivencia cuando los 
ciliados procedían de un cultivo a día 4. Sin embargo, para el PPG la 
concentración a la cual se observó un mayor número de ciliados móviles 
fue 2,5% (Figura 3A), mientras que para el metanol no se observaron 
diferencias significativas entre usarlo al 2,5, 5% o 7,5%. Cabe destacar 
que cuando se utilizó metanol al 2,5% también observamos ciliados 
móviles a día 2 de cultivo (Figura 3B). En ambos casos, tanto para el 
PPG como para el metanol, fue necesario esperar hasta las 72 h para 
observar algún parásito en movimiento. Los resultados obtenidos, en 
términos de supervivencia, a partir de la utilización de los dos 
compuestos distan mucho de los obtenidos cuando el crioprotector 






En el caso del DMSO, las concentraciones probadas fueron 2,5; 5; 
11; 16 y 22% en MM suplementado con glicerol al 5%. Solo se 
observaron NCM/frasco cuando el compuesto se utilizó al 16 y al 11%. 
Para la primera de estas concentraciones, se observaron ciliados 
móviles ya a las 24 h tras la descongelación cuando se utilizaron 
ciliados procedentes de un cultivo a día 6. A las 48 h tras la 
descongelación, el número de ciliados móviles aumentó y también se 
observaron en aquellos frascos en los que los ciliados fueron 
crioconservados con un 11% de DMSO. A las 72 h tras la 
descongelación no hubo diferencias significativas en el NMC/frasco 
entre los que se congelaron con un 11% de DMSO y un 16% de DMSO. 
Cuando los ciliados utilizados procedían del día 4 de cultivo no se 
observó ninguna supervivencia en ninguna de las condiciones, al igual 
que en los ciliados procedentes de un cultivo a día 2, donde solo se 














Fig. 3: Efecto del uso de diferentes crioprotectores a distintas concentraciones 
en la eficacia de la criopreservación en la cepa I1 de Philasterides dicentrarchi. Los 
compuestos probados fueron A) propilenglicol (PPG) y B) metanol, ambos al 2,5; 5; 
7,5 o 10% en medio MM con un 11% de DMSO. La gráfica (C), representa los valores 
obtenidos al utilizar glicerol a las mismas concentraciones y en las mismas 
condiciones (control). Se probaron distintas concentraciones (2,5; 5; 11; 16 o 22%) 
de DMSO en medio MM con un 5% de glicerol (D). Estos ensayos se llevaron a cabo con 
ciliados procedentes de un cultivo a diferente fase de crecimiento (2, 4 y 6 días), 
siguiendo la misma metodología de crioconservación que en el ensayo anterior. Los 
resultados fueron expresados como el número de ciliados móviles (NCM)/frasco a 24, 
48 y 72 h tras la descongelación. Estos indican el valor de las medias ± las 
desviaciones estándar del NCM/frasco contados en cinco crioviales. Los asteriscos 
indican el nivel de significación ***P<0,05. 
También se utilizó FBS en la mezcla de crioconservación para 
analizar si el uso de este componente aumentaba de manera 
considerable el porcentaje de supervivencia de los escuticociliados tras 
la crioconservación; o bien, si los ciliados recuperaban antes la 
movilidad. Los trofozoitos utilizados para este ensayo procedían de un 
cultivo a día 6. Los mayores valores de NCM/frasco se obtuvieron a las 
72 h tras la descongelación, siendo significativas las diferencias entre 
los valores obtenidos a 24 y 48 h, salvo en aquellos casos en los que se 
utilizó solo glicerol o glicerol con FBS, donde no sobrevivió ningún 
escuticociliado. Tres días después de la descongelación, se observó que 
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la combinación de DMSO y FBS no generó mejores resultados que 
cuando estos compuestos se utilizaron por separado en medio MM. Si 
lo que analizamos son los controles; es decir, medio MM suplementado 
con el 5% de glicerol y el 11% de DMSO, vemos que el hecho de añadir 
a la mezcla FBS da lugar a que haya un mayor número de NCM/frasco; 
sin embargo, con el análisis estadístico se observa que esta diferencia 
no es significativa (Figura 4). 
Por otra parte, los resultados derivados de utilizar medio L-15 
como medio de congelación y/o descongelación demostraron que los 
ciliados sobreviven al utilizar un 5% de glicerol y un 11% de DMSO en 
este medio. Sin embargo, los parásitos deben de ser cultivados 
previamente en medio MM ya que apenas se observó supervivencia de 
aquellos escuticociliados que habían sido cultivados los 6 días en medio 
L-15. Los mayores valores de NCM/frasco se obtienen a las 72 h en 
aquellos casos en los que los ciliados fueron congelados en MM con un 
5% de glicerol y un 11% de DMSO y descongelados en medio MM.  
Como se comentó anteriormente, también se observó 
supervivencia de los protozoos, aunque en menores niveles, cuando se 
utilizó solo DMSO o solo FBS para suplementar el medio MM como 
mezcla de crioconservación. Si se utiliza medio L-15 como medio para 
congelar y/o descongelar los ciliados estas tendencias se mantienen 
(Figura 5). 
Como último parámetro a tener en cuenta, se analizó la 
supervivencia tras la descongelación en función del tiempo que los 
crioviales permanecían a -80 oC en la caja de congelación celular 
(CoolCell, Biocision), antes de ser almacenados en el contenedor de 
nitrógeno líquido. Los tiempos analizados fueron 2 h, tiempo que se 
utilizó para todos los ensayos precedentes, y 24 h. Para esta segunda 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.4.4. Confirmación del protocolo de crioconservación 
Se llevó a cabo un diseño experimental para establecer las 
condiciones óptimas para la crioconservación. En nuestro caso, el 
análisis se desarrolló para determinar el efecto de dos factores; la 
concentración de glicerol como crioprotector (X1) y el día de cultivo de 
los ciliados (X2), en la viabilidad de los parásitos a 24 h tras la 
descongelación (Tabla 3A).  Para determinar el efecto de estos factores 
en la viabilidad se realizó un análisis de regresión múltiple. 
Para el análisis estadístico de los datos se utilizó un modelo 
cuadrático a partir de la siguiente ecuación: 
Y=β0+ β1X1+ β2X2+ β1.2X1X2+ β1.1(X1)
2+ β2.2(X2)
2 
Donde, β0, β1, β2, β1.2, β1.1 y β2.2 son los coeficientes de regresión y 
X1 y X2 las variables independientes. Estas últimas fueron analizadas 
mediante una superficie de respuesta. La concentración de glicerol y el 
día de cultivo, así como la interacción entre ambos factores, tienen un 
efecto sobre la viabilidad de los ciliados con un grado de significación 
del 95% (α=0,05). El valor de R2 indica que el modelo contempla el 
93,53% de la variabilidad asociada al modelo a partir de los datos de 
viabilidad de los ciliados tras la descongelación. Además, al aplicar el 
test estadístico Durbin-Watson se observó una autocorrelacción de las 
variables independientes de 1,6 (P<0,05) (Tabla 3B).  
Así, el análisis de regresión múltiple queda sujeto a la siguiente 
ecuación: 
Viabilidad = 1,00-6,17 X1+17X2-8,75X1X2+16 (X2)
2 
Gracias a esta fórmula, el efecto de las dos variables independientes 
sobre la viabilidad fue representada en un gráfico como superficie de 
respuesta usando los coeficientes de regresión de la ecuación, los cuales 
fueron escalados y centrados. Después del análisis de la superficie de 
respuesta obtenida se observó que la viabilidad de los parásitos aumenta 
cuando se incrementa el tiempo de cultivo y disminuye cuanto mayor 
es el porcentaje de glicerol (Figura 6). 




Tabla 3: Optimización del protocolo de criopreservación. A) Variables 
independientes, con sus valores codificados para el modelo (X1, X2), y el porcentaje 
de viabilidad de los ciliados alcanzados a 24 horas tras la descongelación. B) 
Coeficientes de determinación, R2, análisis de regresión múltiple Durbin-Watson y 
nivel de significación para el análisis de la varianza (P) (*P < 0,05). 
 
Fig. 6:  Gráfico de la superficie de respuesta que relaciona el efecto (en valores 
codificados) de la concentración de glicerol (%) y el día de cultivo con la viabilidad 




3.4.5. Aplicación del método de crioconservación para otras 
cepas de Philasterides dicentrarchi y Miamiensis avidus 
Una vez que el protocolo de criopreservación fue optimizado en la 
cepa I1 de Philasterides dicentrarchi se probó su eficacia en otras cepas 
de las especies Philasterides dicentrarchi y Miamiensis avidus. En 
primer lugar, se determinó el crecimiento de todas las cepas en medio 
MM durante 6 días de cultivo. 
La fase estacionaria se alcanza a partir del día 3 para todas las 
cepas. Para una mayor eficacia de la crioconservación los ciliados 
deben de estar en fase estacionaria, por lo que se utilizaron a día 6 de 
cultivo para la congelación. Como se observa en la Tabla 4, todas las 
cepas conservaron ciliados viables tras la descongelación. La cepa 
cuyos protozoos recobraron antes la movilidad fue M. avidus (Ma/2) (a 
las pocas horas tras la descongelación) seguida de las cepas C1, D3 e I1 
(a 24h tras la descongelación, y por B1 y D2 (a 48h tras la 
descongelación) de Philasterides dicentrarchi. En los cultivos de las 
cepas Miamiensis sp. (Ma) y Pe7 se observaron ciliados en movimiento 
3 días tras la descongelación y en las cepas Pe5 y Po a día 4, siendo 
estas las más tardías a la hora de recuperar la movilidad (Tabla 4). 
 
Tabla 4: Día de supervivencia después de la descongelación de las distintas 
cepas de Philasterides dicentrarchi (B1, C1, D2, D3, I1, Pe5, Pe7, P0), Miamiensis 
avidus (cepa Ma/2) y Miamiensis sp. (cepa Ma) criopreservados en medio MM 
suplementado con DMSO al 11% y glicerol al 5%. Los símbolos (+) indica la presencia 
de ciliados móviles al día de descongelación. 
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3.4.6. Conservación de la virulencia tras la criopreservación 
A partir de los ensayos de infección se observó que los ciliados de 
la cepa I1 de P. dicentrarchi que permanecieron en cultivo y aquellos 
que fueron cultivados tras la descongelación fueron virulentos para el 
rodaballo y mostraron el mismo grado de virulencia, sin mostrar 
diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 7). 
 
3.4.7. Comparación entre el protocolo de crioconservación 
desarrollado con otros usados para la crioconservación en 
Miamiensis avidus 
Se comparó, en términos de recuperación, el protocolo de 
crioconservación descrito con otro usado por la ATCC para las cepas 
Ma de Miamiensis sp. (ATCC 50179; https://www.lgcstandards-
atcc.org/pro ducts/all/50179.aspx?geo_country=es) y Ma/2 de M. 
avidus (ATCC 50180;https://www.lgcstandards-
atcc.org/Products/All/50180.aspx).  
Ambos protocolos son similares, pero difieren en el tipo de 
crioconservante, ya que el descrito en la ATCC utiliza metanol en lugar 
de glicerol. El uso de este último incrementa la supervivencia en ambas 
cepas. Además, utilizando glicerol se obtiene una mayor viabilidad 
partiendo de una menor concentración inicial de ciliados (Tabla 5). 




























Fig. 7: Curva de 
mortalidad obtenida tras la 
infección experimental de 
rodaballos inoculados 
intraperitonealmente con 
5x105 ciliados procedentes de 
cultivo (frescos) y ciliados 
crioconservados 
(descongelados). Los valores 
representados muestran el 
porcentaje de mortalidad 
observada durante los diez 





Tabla 5: Supervivencia de trofozoitos de las cepas Ma/2 y Ma de Miamiensis 
avidus de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC), criopreservadas en dos 
medios de crioconservación que contenían glicerol al 5% y metanol al 5% como 
agentes crioprotectores, respectivamente. Los ciliados se criopreservaron a 
diferentes concentraciones (número ciliado/criovial) y la supervivencia fue calculada 
por el número de ciliados móviles (NCM/frasco) a 72 horas tras la descongelación. 
Los valores representan la media ± la desviación estándar de cinco recuentos. Los 
asteriscos indican la presencia de ciliados móviles a 98 h (*) y a 146 h (**) después la 
descongelación. 
3.5. DISCUSIÓN 
Existen un alto número de factores que afectan a la eficacia de la 
crioconservación en microorganismos, incluyendo la especie, la cepa, 
el tamaño y forma celular, la etapa de crecimiento, la temperatura de 
incubación, la composición del medio de cultivo, el pH, la osmolaridad, 
el contenido celular en agua, el contenido lipídico y la composición 
celular, la composición del medio de congelación, el proceso de 
congelación y descongelación, la temperatura y el tiempo de 
almacenamiento, y el medio de recuperación (Hubálek, 2003).  
Debido a esta gran cantidad de parámetros, para desarrollar un 
protocolo de crioconservación óptimo y de máximas garantías para un 
cierto organismo o especie es necesario llevar a cabo ensayos mediante 
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los cuales todas estas variables puedan ser analizadas tanto de manera 
individual como combinada. 
En nuestro caso, se llevaron a cabo un total de cinco ensayos 
independientes que permitieron determinar la concentración inicial de 
ciliados, el medio de cultivo, los componentes del medio de 
crioconservación, el porcentaje de crioprotectores y el medio de 
descongelación óptimos para desarrollar una metodología de 
congelación y descongelación que permita crioconservar ciliados de la 
especie Philasterides dicentrarchi y del género Miamiensis de forma 
reproducible, segura y eficaz. 
El primer paso fue determinar la concentración inicial de 
ciliados/criovial. Para ello, se utilizaron solamente parásitos 
procedentes de un cultivo a día 2. Como demuestra el modelo de 
predicción y los resultados posteriormente obtenidos, el día óptimo de 
cultivo para llevar a cabo la crioconservación es el día 6 por lo que los 
valores de NCM/frasco obtenidos a día 2 de cultivo no fueron los más 
elevados; sin embargo, los resultados fueron suficientes para descartar 
las otras concentraciones de ciliados/criovial usadas y considerar que la 
mejor opción era partir de 5x105 ciliados/criovial para todos los 
ensayos. 
El segundo factor a tener en cuenta fue uno de los que más afecta 
a la eficacia de la criopreservación. Se trata del tipo de medio usado 
durante el proceso de congelación. Según numerosos autores, por lo 
general el medio de congelación debería de ser siempre el medio en el 
que crecen las células (Miyake et al., 2004). En nuestro caso, los 
ciliados pueden ser cultivados en agua de mar, medio L-15 o medio 
MM, siendo este último con el que se observan unos mayores niveles 
de crecimiento. Del mismo modo, para la crioconservación, el medio 
MM es el que mejores resultados permite en términos de supervivencia 
tras la descongelación, seguramente debido a su alto contenido en 
agentes crioprotectores como la peptona (Soldo y Merlin, 1972). El 
medio L-15 es utilizado extensivamente como medio de cultivo para 
estos parásitos; sin embargo, la recuperación de los ciliados en medio 




cabo con medio L-15 han demostrado que este medio puede ser 
utilizado para congelar ciliados cuando está suplementado con glicerol 
al 5% y DMSO al 11%, o incluso ser utilizado como medio de cultivo 
tras la descongelación, tanto si se ha usado medio L-15 como medio 
MM como medio de congelación.  Sin embargo, y aunque se observe 
supervivencia en estas condiciones, los valores distan mucho de los 
obtenidos cuando el medio utilizado tanto para el cultivo pre y post 
congelación es el medio MM. 
Para que el proceso de crioconservación sea efectivo es necesario 
que el medio de congelación contenga agentes crioprotectores que 
protejan al organismo cuando este se expone a las ultra bajas 
temperaturas. Diferentes estudios avalan la importancia de distintos 
compuestos como agentes crioprotectores, los cuales incrementan la 
eficacia de la criopreservación (Miyake et al., 2004). De estos, los que 
mejor resultados han generado han sido DMSO, glicerol, suero 
sanguíneo o seroalbúmina, leche descremada, peptona, extracto de 
levadura, sacarosa, glucosa, metanol, polivinilpirrolidona, sorbitol y 
extracto de malta (Hubálek, 2003); siendo el DMSO y el glicerol los 
más eficaces en parásitos (Miyake et al., 2004). En algunos casos, como 
en Uronema marinum, el DMSO puede generar toxicidad (Anderson et 
al., 2009). Este compuesto es el más ampliamente utilizado como 
agente crioprotector y puede ser usado para congelar la mayoría de las 
especies de protozoos (Walker y Ashwood-Smith, 1961). La 
concentración de DMSO empleada depende de la cepa y puede variar 
entre un 2,5% y un 12,5%, aunque en algunas especies de 
escuticociliados el rango se amplía hasta 9-11% (Nerad y Daggett, 
1992). El glicerol es, junto con el DMSO, el otro agente crioprotector 
más utilizado en microbiología y fue utilizado para crioconservación 
por primera vez por Fulton y Smith (1953) a distintas concentraciones 
(2-55%) (Miyata, 1975). La combinación de crioprotectores, como 
DMSO y glicerol, ha sido también ampliamente usada en las mezclas 
de crioconservación de microorganismos y parásitos (Miyake et al., 
2004; Tavassoli et al., 2009; Narduche et al., 2016). 
Debido al amplio uso de estos dos compuestos decidimos probarlos 
como agentes crioprotectores para la crioconservación de la cepa I1 de 
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Philasterides dicentrarchi. La combinación que se utilizó desde un 
principio en nuestros ensayos fue de un 5% de glicerol y un 11% de 
DMSO. Sin embargo, con el fin de mejorar la eficacia del protocolo de 
criopreservación, se llevaron a cabo ensayos en los que se probaron 
distintas concentraciones de glicerol combinado con DMSO al 11% y 
ensayos en los que se probaron distintas concentraciones de DMSO 
combinado con glicerol al 5%. El hecho de utilizar solo glicerol no 
generó ninguna supervivencia y cuando se utilizó solo DMSO generó 
una supervivencia más baja que al combinar ambos. Para el glicerol, se 
alcanzaron los mayores valores de NCM/frasco cuando este fue 
utilizado al 5%, tanto en medio MM, como L-15 y AMA; así como a 
día 2, 4 y 6 de cultivo. Para el DMSO, el uso a concentraciones muy 
bajas (2,5 y 5%) no permitió que el compuesto actuase como 
crioprotector ya que a estos porcentajes no sobrevivió ningún ciliado. 
Del mismo modo, el uso de este compuesto al 22% resultó nocivo para 
los parásitos ya que tampoco se observó supervivencia. A las 24 horas 
solo se observaron escuticociliados en movimiento cuando el 
porcentaje de DMSO fue del 16%. Sin embargo, a las 48 horas también 
se observaron ciliados móviles que fueron congelados con el 11% de 
DMSO y, a las 72 horas, el porcentaje de supervivencia era mayor 
cuando se usó DMSO al 11% con respecto al 16%, aunque al realizar 
el análisis estadístico se observó que las diferencias no eran 
significativas entre estos dos grupos. 
Existe una teoría clásica que aboga por que la crioconservación de 
cualquier tipo de célula debe de llevarse a cabo cuando esta se encuentra 
en la fase logarítmica o exponencial de su crecimiento, momento en el 
que las células presentan un menor tamaño, menor vacuolización y 
predominio del citoplasma; lo que resultan condiciones óptimas para la 
supervivencia si se usan protocolos tradicionales de criopreservación 
basados en una lenta congelación (Suguwara et al., 1974; Withers y 
Street, 1977; Day, 2004). Sin embargo, hay distintos estudios que 
rechazan esta teoría y que concluyen que la fase óptima de cultivo para 
la crioconservación varía en función de la especie, lo que requiere una 
investigación específica para cada tipo de célula (Ishikawa et al., 2006). 




obtuvimos ciliados viables después de la congelación cuando estos 
provenían de un cultivo en fase logarítmica, los mayores valores de 
supervivencia se alcanzaron a partir de ciliados cuya fase de 
crecimiento era estacionaria en medio MM (día 6 de cultivo). Para los 
cultivos en agua de mar, la máxima viabilidad se obtuvo al utilizar 
ciliados a pocos días de ser cultivados, donde los protozoos ya estaban 
en fase estacionaria debido a que la pobreza en nutrientes del medio 
impide que se alcance una fase de crecimiento exponencial. P. 
dicentrarchi presenta durante su ciclo biológico las formas de 
microstomas y tomites (De Felipe et al., 2017). Estas últimas, las cuales 
son consideradas como formas de resistencia (inanición, criptobiosis), 
aumentan bajo condiciones de cultivo desfavorables como la escasez de 
nutrientes (ej en agua de mar), la presencia de substancias o compuestos 
nocivos o en fases avanzas de cultivo durante la fase estacionaria 
(Morais et al., 2009). Los ensayos realizados muestran que ambas 
formas celulares presentes en el ciclo de P. dicentrarchi resisten la 
crioconservación. Resultados similares fueron obtenidos en la 
criopreservación de tomontes y terontes del ciliado parásito I. multifiliis 
(Everett et al., 2002). 
Los tres factores que se han comentado hasta el momento (medio 
de cultivo, crioprotectores y fase de cultivo) suponen parámetros 
fundamentales del proceso de crioconservación. La eficacia del proceso 
de criopreservación hace necesario que en la mayoría de los casos se 
lleve a cabo una optimización previa del protocolo de crioconservación 
específica para cada tipo de célula o microorganismo (Nsabimana et al., 
2003; Miyake et al., 2004; Baust et al., 2009; Mzabi et al., 2015). 
Ensayos de optimización mediante el uso de diseños factoriales han 
sido utilizados en estudios de crioconservación para plantear 
experimentos e identificar qué factores son importantes para determinar 
la viabilidad celular (Babiak et al., 2000; Maas et al., 2000). En el 
presente protocolo se analizó la influencia de factores como el 
crioprotector y la fase de cultivo de los ciliados en la criopreservación 
de protozoos de la cepa I1 de P. dicentrarchi con el fin de optimizarlo 
y, posteriormente, extrapolarlo a otras cepas de la misma especie y a 
cepas del género Miamiensis. El análisis de regresión múltiple reveló 
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que el factor que genera una mayor influencia a la hora de obtener 
ciliados viables tras la congelación es la fase de cultivo, siendo la fase 
estacionaria aquella que da lugar a mejores resultados; como ya se había 
observado anteriormente en otros organismos (Ishikawa et al., 2006). 
En este punto, para obtener más datos que permitiesen diferentes 
variaciones del protocolo de crioconservación y con el fin de optimizar 
los resultados, se probaron otros crioprotectores; además de evaluar el 
efecto de usar distintos medios para la congelación y la descongelación, 
así como el tiempo que los crioviales se incubaban a -80 oC. 
El propilenglicol (PPG) ha sido otro compuesto usado como 
crioprotector; sin embargo, ha dado lugar a una cierta controversia ya 
que su uso no siempre ha generado buenos resultados. Muchos son los 
autores que han comparado los efectos del PPG con el metanol como 
crioprotector. En la crioconservación de esperma del bivalvo 
Mesodesma donacium se obtuvieron mejores resultados usando PPG en 
comparación con metanol (60% de supervivencia frente a un 30% de 
supervivencia, respectivamente) (Dupré et al., 2006), en la 
criopreservación de espermatozoides de yamú (Brycon amazonicus) las 
tasas de supervivencia obtenidas con PPG fueron equiparables a las 
obtenidas con metanol a la misma concentración (Cruz et al., 2006) y 
en la crioconservación de esperma de anchoa peruana (Engraulis 
ringens) los porcentajes de supervivencia fueron inferiores que cuando 
se usó metanol (Catcoparco et al., 2010). En nuestro caso, el uso PPG, 
a una concentración del 2,5% en MM combinado con un 11% de 
DMSO, permitía la crioconservación de ciliados procedentes de un 
cultivo a día 4 con un bajo porcentaje de supervivencia. Estos valores 
fueron todavía inferiores al utilizar metanol como crioprotector. Tanto 
los resultados obtenidos a partir del PPG como del metanol difieren 
mucho de los obtenidos al utilizar glicerol como medio de 
crioconservación, donde el NCM/frasco es casi diez veces superior. 
También se ha visto que el hecho de añadir FBS o no a la mezcla 
de criopreservación puede tener efecto sobre la supervivencia, ya que 
el número de ciliados móviles aumenta en un 6,8% al utilizar FBS al 




similares fueron obtenidos por Marco-Jiménez en 2006, cuando 
comparaba el efecto de añadir FBS (25%) o no a mezclas de 
crioconservación con DMSO o metanol (10%) sobre la supervivencia 
tras la congelación de esperma de anguila europea (Anguilla anguilla). 
La influencia positiva del FBS puede deberse a las proteínas séricas y a 
los lípidos, los cuales pueden desempeñar un papel importante en el 
proceso de crioconservación como mecanismo de defensa en la 
inestabilidad de la membrana plasmática (Watson, 1995). Es posible, 
por tanto, que la protección mecánica a nivel de membrana sea 
proporcionada por el FBS, permitiendo que las estructuras internas de 
las células estén en buenas condiciones para ser reactivadas después de 
la congelación (Garzón et al., 2008). Sin embargo, en nuestro caso, el 
hecho de añadir FBS a la mezcla de crioconservación no mejoró 
significativamente los resultados 
Otra variable que se analizó para ver el efecto sobre la 
supervivencia tras la descongelación fue el tiempo que se mantenían los 
crioviales a -80o C en la caja de congelación celular (CoolCell, 
Biocision) antes de ser pasados al contenedor de nitrógeno líquido. 
Todos los ensayos se llevaron a cabo manteniendo los ciliados durante 
2 horas a -80 oC, ya que el sistema permite que la temperatura baje en 
el interior de la caja -1o C/minuto y en 120 minutos se alcanzarían los -
100oC si tenemos en cuenta unos 20 oC de temperatura ambiente en el 
laboratorio. Este tiempo es suficiente para que los ciliados resistan el 
posterior cambio a los -140o C a los que se encuentra el nitrógeno 
líquido. Sin embargo, si dejamos a los ciliados en la caja de congelación 
celular 24 horas los ciliados no sobreviven ya que a -80 oC no se 
produce la crioconservación y todo el tiempo que pasan a esa 
temperatura hace que los ciliados se mueran. 
También se han descrito diferencias en cuanto a la sensibilidad de 
distintos tipos de células frente a la crioconservación (Van Buskirk et 
al., 2004). Siguiendo la misma metodología de criopreservación y 
descongelación, hemos observado diferencias en el tiempo de 
recuperación de la movilidad de los ciliados entre cepas tras la 
crioconservación; hecho similar ya descrito en otros parásitos en 2015 
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por Mzabi. Budiño en 2012 observó que había diferencias antigénicas 
entre varios aislados y diferencias en cuanto al grado de protección 
frente a los mismos. Además, los aislados D2 y D3 de la especie 
Philasterides dicentrarchi mostraban diferencias a nivel génico, 
serológico y de virulencia a la actividad del complemento. Estas 
diferencias hacen pensar que existen otras a distintos niveles biológicos 
que hacen que las cepas tarden más o menos en recuperarse tras la 
descongelación. 
El mantenimiento de los parásitos en cultivos activos mediante la 
infección de peces resulta una ardua tarea, pero el mantenimiento de los 
ciliados en cultivo durante periodos de tiempo, sin ser estos pasados 
periódicamente por rodaballo, da lugar a la pérdida de la virulencia de 
los protozoos (Iglesias et al., 2003a). La crioconservación de ciliados 
virulentos, tras ser aislados de peces infectados, permite almacenar 
parásitos que mantengan la virulencia durante largos periodos de 
tiempo, evitando así la necesidad de infectar rodaballos periódicamente 
y la perdida de la virulencia por la subcultivación. El mantenimiento de 
la virulencia de otros parásitos tras la descongelación ha sido recogido 
por otros autores que utilizaban como agente crioprotector DMSO al 
20% (De Rezende et al., 2015). 
Para la crioconservación de algunos microorganismos, incluidos 
algas rojas y protozoos, el metanol, como agente crioprotector, resulta 
tan eficaz como el DMSO o el glicerol (Hubález, 2003; Ohnuma et al., 
2011), oscilando entre el 2% y el 10% la concentración más utilizada 
(Gäbler-Schwarz et al., 2013). Para la criopreservación de las cepas Ma 
y Ma/2 de Miamiensis hemos visto que los mejores resultados de 
viabilidad se obtienen al utilizar como agentes crioprotectores DMSO 
al 11% y glicerol al 5% en medio MM; siendo mejores incluso que los 
obtenidos a partir del protocolo de crioconservación de la ATCC  
(https://www.atcc.org/products/all/50180.aspx), donde se utiliza 
metanol y, además, es necesaria una mayor concentración de inicial de 
ciliados. 
Por lo tanto, el protocolo de crioconservación desarrollado presenta 




Philasterides dicentrarchi y otras cepas de escuticociliados, 
confirmándose además que la fase de cultivo en la que se encuentran 
los ciliados es un factor clave; siendo el día 6 de cultivo la etapa óptima. 
La combinación de DMSO al 11% y glicerol al 5% en medio MM 
resultó ser aquella que generaba una mayor supervivencia tras la 
descongelación y, por lo tanto, la mejor combinación para la 
crioconservación en la cepa I1 de P. dicentrarchi; siendo el medio MM 
el medio óptimo para el cultivo de los ciliados tras la descongelación. 
Ha quedado demostrado también que los ciliados mantienen la 
patogenicidad tras la etapa de congelación, lo que permite consérvalos 
durante largos periodos de tiempo sin necesidad de realizar infecciones 
periódicas en rodaballo para que los parásitos recobren la virulencia 
perdida durante las sucesivas subcultivaciones. Por tanto, los ciliados 
crioconservados pueden ser usados en ensayos de vacunación y 
diagnóstico o en inmunoensayos; así como en el estudio de mecanismos 
















IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN 
MOLECULAR DEL ENZIMA SUPERÓXIDO 
DISMUTASA (SOD) Y SU PAPEL FISIOLÓGICO 
EN EL ESTRÉS OXIDATIVO 
4.1. RESUMEN 
Tanto en la fase de vida libre como en la fase parasitaria, P. 
dicentrarchi está expuesto a factores ambientales o a la respuesta 
inmunitaria del pez, en las que se generan especies reactivas de oxígeno 
(ROS) que el ciliado necesita neutralizar para su supervivencia. En el 
presente estudio se han identificado metaloenzimas con actividad 
superóxido dismutasa (SOD) capaces de inactivar los aniones 
superóxido (O2
-) generados en los procesos de estrés oxidativo. P. 
dicentrarchi posee los tres tipos de isoenzimas características de las 
SODs en eucariotas: cobre / zinc-SOD, manganeso-SOD y hierro-SOD. 
La isoenzima Cu/ZnSOD comprende tres tipos de proteínas 
homodiméricas (Pd-Cu/ZnSOD1-3) con secuencias de aminoácidos 
muy diferentes y con pesos moleculares entre 34 y 44 kDa. Todas las 
Cu/ZnSODs son sensibles a NaCN y se localizan en el citosol y en el 
espacio de los sacos alveolares, siendo la Pd-Cu/ZnSOD2 extracelular. 
Las SODs dependientes de Mn y Fe en su estado nativo son proteínas 
homodiméricas: a) la forma MnSOD tiene un peso molecular de 50 
kDa, es insensible a H2O2 y NaN3 y está ubicada en la matriz 
mitocondrial, y b) la forma FeSOD tiene un peso molecular de 60 kDa, 
es sensible a H2O2, NaN3 y al polifenol trans-resveratrol (RESV), y, 
aunque su producción es citosólica, también puede ser extracelular. 
Todas las isoenzimas de la SOD aumentan su expresión cuando la 
producción de O2 se induce por radiación ultravioleta (UV), estando 
relacionado con la dosis de energía aplicada. Esto indica que estas 
enzimas están involucradas en la protección celular frente al estrés 
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oxidativo. Por ello, y teniendo en cuenta que estas metaloenzimas son 
muy diferentes a las del rodaballo, las SOD de P. dicentrarchi podrían 
representar una diana terapéutica importante para el desarrollo de 
fármacos inhibidores y para la generación de vacunas contra las formas 
extracelulares de la enzima. 
  
4.2. INTRODUCCIÓN 
Los escuticocilados son, típicamente, organismos micrófagos muy 
abundantes en lagos y hábitats eutróficos marinos. Se encuentran, 
normalmente, acumulados en sedimentos blandos y son comunes en 
aguas profundas en la oxiclina, mostrando una gran adaptación a 
ambientes con bajos niveles de oxígeno disuelto (Fenchel, 1968; Beaver 
y Crisman, 1982; Fenchel et al., 1990; Dolan, 1991). Como ya se ha 
comentado anteriormente, Philasterides dicentrarchi es un 
escuticociliado de vida libre que puede transformarse en un parásito 
oportunista (Dragesco et al., 1995) llegando a infectar peces de cultivo 
generando altos niveles de mortalidad (Iglesias et al., 2001; De Felipe 
et al., 2017). Al igual que otros ciliados microaerófilos, puede 
sobrevivir y permanecer viable en condiciones con niveles bajos de 
oxígeno o después del tratamiento con cianuro. Esta adaptación facilita 
la supervivencia del ciliado en el ambiente anóxico interno del 
hospedador, lo que representa la primera línea de adaptación al 
parasitismo de este ciliado (Morais et al., 2012). 
Durante la fase endoparasitaria de la infección, las células del 
sistema inmunitario innato del rodaballo generan productos tóxicos, 
incluidas las especies reactivas de oxígeno (ROS) como el anión 
superóxido (O2
−), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y los radicales 
hidroxilo (OH), los cuales pueden ser neutralizados por el ciliado 
gracias a varias enzimas antioxidantes intracelulares como la glutatión 
peroxidasa, la catalasa o la superóxido dismutasa (Lamas et al., 2009, 
Sattin et al., 2015; Ferro et al., 2017; Ferro et al., 2018). Además, la 
exposición de los organismos acuáticos, incluidos los protozoos, a 
situaciones ambientales de estrés térmico, radiación ultravioleta (UV, 
280-400 nm) o contaminación da lugar a un aumento significativo de 




que la actividad de la SOD aumenta después de la exposición de las 
diatomeas a variaciones en la irradiación, incluida la radiación UV, lo 
que reduce el estrés oxidativo (Rijstenbil et al., 2008). En eucariotas, 
las enzimas SOD se agrupan en familias en función de la presencia de 
diferentes cofactores metálicos (Mn / Fe, Fe y Cu / Zn) en el sitio activo 
de la enzima, encontrandose en diferentes compartimentos celulares 
(Alscher et al., 2002). Muchos eucariotas y algunos protistas 
microaerobios o microaerofílicos presentan SODs extracelulares 
(Fattman et al., 2003; Marin et al.; 2006). Más concretamente, en 
ciliados de las especies Euplotes, Tetrahymena o Strombidium, algunos 
tipos de SODs de la familia Cu/Zn-SOD han sido identificadas y 
caracterizadas, llegando a confirmarse la presencia de Mn-SODs y 
Fe/Mn-SODs (Santoferrara et al., 2014; Ferro et al, 2015; Kim et al., 
2018; Pischedda et al., 2018). 
En el presente trabajo realizamos la caracterización bioquímica y 
molecular de enzimas con actividad superóxido dismutasa presentes en 
el escuticociado P. dicentrarchi, prestando especial atención a la 
regulación de su expresión en condiciones de estrés oxidativo. 
4.3. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.3.1. Purificación de SODs por cromatografía de intercambio 
iónico 
Ciliados de la cepa I1 de P. dicentrarchi se lisaron por ultrasonidos 
en un sonicador Branson W-250 (Branson Ultrasonic Corporation, EE. 
UU.) (Iglesias et al., 2003a). Posteriormente, se dializó el sobrenadante 
frente al tampón de la cromatografía de intercambio iónico (Tris-HCl 
20 mM, pH 8.0; filtrado a través de un filtro de 0,45 µm).  Utilizando 1 
ml de muestra, se llevó a cabo una cromatografía con una columna 
HiTrapQ de intercambio iónico siguiendo un protocolo automático 
integrado en el sistema Äktaprime plus (GE Healthcare, Suecia). Para 
la elución se utilizó un tampón que contenía Tris-HCl 20 mM, pH 8.0 
y NaCl 1,0 M. La muestra eluida se recogió en fracciones de 2 ml, 
agrupándose posteriormente aquellas fracciones asociadas con los picos 
de absorbancia a 280 nm. Por último, se dializó frente a agua destilada, 
se liofilizó y se almacenó la muestra a -20 °C. 




4.3.2. Determinación de la actividad de SOD en geles de 
poliacrilamida 
La actividad SOD se analizó en geles de poliacrilamida (PAGE) 
siguiendo el método de Weydert y Cullen (2010). 
Los ciliados se cultivaron a una concentración de 5x105 
trofozoitos/ml en placas de cultivo de 24 pocillos (Corning, EE. UU.) y 
se mantuvieron en condiciones de normoxia con o sin tratamientos con 
inhibidores como describe previamente De Felipe (2018). Después de 
la incubación, durante 30 minutos con los inhibidores a una 
concentración de 100 µM (H2O2, KCN, NaN3 y resveratrol (RESV)), 
las muestras de ciliados se recogieron mediante centrifugación y se 
lavaron dos veces en medio incompleto L-15 (medio sin suero bovino). 
A continuación, los ciliados se resuspendieron en un tampón de carga 
que contenía Tris-HCl 1,5 M pH 6.8; glicerol al 50% y azul de 
bromofenol al 5%, lo que provocó la lisis de los ciliados por choque 
osmótico. En algunos experimentos, se utilizaron muestras liofilizadas 
de la separación por cromatografía de intercambio iónico resuspendidas 
en tampón de carga. La determinación de la actividad enzimática en las 
muestras se llevó a cabo en PAGE nativo formado por gel concentrador 
de poliacrilamida al 5% en tampón Tris-HCl 1,5 M pH 6.8 y un gel 
separador al 12,5% en tampón Tris-HCl 1,5M pH 8.8. La 
polimerización de los geles se llevó a cabo después de la adición de 
persulfato de amonio al 0,04% (APS) y tetrametiletilendiamina 
(TEMED) al 0,0005%. Después de la polimerización del gel, se realizó 
una pre-electroforesis durante 1 hora a 20 mA en un tampón que 
contenía Tris-HCl 200 mM pH 8.8 y Na2EDTA 0,7 mM a 4 °C, para 
eliminar los restos de APS remanentes en el gel que pudiesen inactivar 
la enzima. Una vez finalizada la pre-electroforesis, se eliminó todo el 
tampón inicial y la electroforesis final se llevó a cabo en un tampón que 
contenía Tris-HCl 50 mM pH 8.3; Na2EDTA 1,5 mM y glicina 0,3 M 
durante 1,5 h a 50 mA. Posteriormente, los geles se lavaron dos veces 
en agua destilada y se tiñeron en una solución de nitroazul de tetrazolio 
(NBT: NBT 2,43 M; TEMED 28 mM; riboflavin-5'-fosfato 0,14 M) 




los geles se lavaron dos veces con agua destilada y se expusieron a la 
luz durante 12 h. La presencia de actividad enzimática se observó por 
la aparición de bandas de decoloración en el gel teñido de violeta. 
Finalmente, los geles fueron escaneados y y los pesos moleculares se 
estimaron usando una curva de calibración (Log10 PM vs Rf) a partir del 
marcador de peso molecular. 
4.3.3. Secuenciación del genoma de la cepa I1 de P. dicentrarchi 
Para la secuenciación del genoma del ciliado de la cepa I1 de P. 
dicentrarchi, 107 trofozoitos concentrados mediante centrifugación 
fueron congelados en nitrógeno líquido y enviados en hielo seco a la 
empresa Future Genomic Technologies (Leiden, Paises Bajos) en la 
cual se combinó la secuenciación de tipo “short reading” (Illumin) y 
secuenciación de tipo “long reading” (Nanopore). Los datos obtenidos 
a partir de estos dos tipos de análisis se combinaron utilizando el 
programa TULIP v0.4 para el ensamblaje de novo de las secuencias del 
genoma del parásito (Jansen et al., 2017).  
Gracias a este estudio se obtuvieron las secuencias completas de 
ADN para distinas SODs de Philasterides dicentrarchi. 
4.3.4. Análisis bioinformático de las secuencias de las SODs  
En 2018, De Felipe realizó una serie de estudios con el fin de 
realizar una caracterización preliminar de las SODs de P. dicentrarchi. 
A partir de los datos de un ensayo de RNA-seq de ciliados de la cepa I1 
obtuvo las secuencias de nuecleótidos para distintas superóxido 
dismutasas. Para el presente trabajo se llevó a cabo un análisis 
bioinformático a partir de estas secuencias de nucleótidos, las cuales 
permitieron conocer las secuencias de aminoácidos utilizando la 
herramienta informática ExPASy (https://www.expasy.org/). Para la 
realización de los análisis funcionales de las proteínas y la clasificación 
en familias que predicen los dominios y puntos clave, se utilizó el 
programa InterPro (Mitchell et al., 2019). Para la predicción de la 
topología de transmembrana y la ubicación de los sitios de escisión del 
péptido señal en las secuencias de aminoácidos, se utilizaron las 
siguientes herramientas: Phobius (Kall et al., 2004), SignalP (Nielsen, 
2017) y Signal-3L versión 2.0 (Zhang y Sen, 2017). Para la predicción 
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de parámetros fisicoquímicos de la proteína se usó la herramienta 
ProtParam (Gasteiger et al., 2005). Los modelos de las proteínas se 
llevaron a cabo en el servidor DeepView (Swiss Pdb-Viewer).  
 
También se utilizaron el programa MitoProt II-v1.10138 y las 
herramientas informáticas LocTree342 y PredictProtein43. El primero 
permite saber si la proteína presenta una secuencia de señal 
mitocondrial y su sitio de escisión mediante el análisis la región N-
terminal de la proteína. Los otros dos programas se utilizan para la 
predicción de la localización subcelular. También se realizaron 
alineamientos de secuencias y estudios filogenéticos. Se utilizó el 
programa de alineamiento múltiple de secuencias Clustal Omega para 
alinear las secuencias de aminoácidos de Pd-Cu/ZnSOD3 y Pd-Fe-
SOD. Para el análisis filogenético, los árboles de máxima verosimilitud 
se construyeron con un método basado en un modelo JTT con el 
programa Mega7 y se evaluó la confiabilidad de las ramas internas 
utilizando un método no paramétrico con 1,000 repeticiones. El análisis 
de inferencia bayesiana se realizó con el programa MrBayes 3.2.6 
(Huelsenbeck et al., 2001). 
 
4.3.5. Producción de proteínas recombinantes en levaduras 
A partir de las secuencias obtenidas del RNA-seq se llevó a cabo 
la producción de las proteínas recombinantes en levaduras mediante el 
kit comercial K. Lactis Protein Expression kit (New England Biolabs, 
UK), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el kit para la 
estrategia de la secreción de proteínas al medio de cultivo. En primer 
lugar, fue necesario diseñar el gen y los cebadores específicos que nos 
permitieron amplificar de forma precisa y óptima el gen que queríamos 
incluir al genoma de la levadura para que esta lo expresase y, 
posteriormente, secretase al medio de cultivo. La proteína recombinante 
sintetizada debe de poseer una cola de histidinas para que pueda ser 
purificada del medio de cultivo a través de una cromatografía de 
afinidad que utiliza sefarosa acoplada a níquel. Para ello, se obtuvo la 
secuencia de nucleótidos que codifica para la proteína de interés. Esta 
se modifica y optimiza para la producción de proteína recombinante en 




compañía Integrated DNA Technologies (IDT; 
https://eu.idtdna.com/CodonOpt). Una vez obtenida la secuencia, se 
sintetiza el gen (Invitro GeneArt Gene Synthesis, ThermoFisher 
Scientific) y se clona en el vector pSpark® II (Canvax, España). 
Posteriormente, este plásmido se amplificó en bacterias Escherichia 
coli de la cepa DH-5α. Tras crecer las bacterias, extraer y purificar el 
plásmido, se llevó a cabo una PCR con los cebadores específicos, 
diseñados según las instrucciones del kit (el cebador inverso lleva una 
cola de histidinas en el extremo C-terminal de la proteína): 
En este caso los cebadores utilizados fueron los siguientes: 




AGAATGAAATCGTTGACCAAA-3’ / 5’- 
ATAAGAATGCGGCCGCTTAATGATGGTGGTGATGGTG -3’. 
MnSOD (FMSD/RMSD): 5’-
CGCCTCGAGAAAAGAATGAACAAG TACATAATA-3’ / 5’- 
ATAAGAATGCGGCCGCTTAATGGTGATGGTGATGATG-3’. 
El producto de PCR se purificó y digirió, al igual que el vector 
pKLAC2, según las instrucciones del kit, y se ligaron.  Posteriormente, 
las levaduras fueron transformadas con el vector clonado y se 
sembraron en placas de medio con agar YCB, que contenía 5 mM 
acetamida, a 30 °C durante 3-4 días, hasta que se formaron colonias. 
Transcurrido este tiempo, las colonias se inocularon en medio YPGal a 
30 ºC durante 3-4 días en agitación a 250 rpm. Cuando se alcanzó una 
densidad celular adecuada, el medio con levaduras se centrifugó a 6000 
x g durante 10 min, manteniendo el sobrenadante a 4 ºC hasta que se 
purificó. Para la purificación, se hizo pasar el sobrenadante por una 
cromatografía de afinidad por iones metálicos inmovilizados (IMAC), 
utilizando una columna de sefarosa con níquel acoplado (HisTrapTM, 
GE Healthcare) mediante un sistema de purificación de proteínas 
ÄKTA Star (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Después de la elución de la proteína, esta se dializó frente a agua 
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destilada usando una tripla de diálisis de un tamaño de poro de 3 kDa. 
Por último, la proteína se liofilizó y se almacenó a 4 ° C. 
4.3.6. Inmunolocalización de las SODs 
4.3.6.1. Obtención de suero de ratón 
Tres grupos de cinco ratones ICR (Swiss) CD-1 se inmunizaron 
mediante inyección i.p. con 200 µl por ratón de una mezcla 1:1 (v/v) de 
adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich) y una solución que 
contenía 250 µg de proteína recombinante purificada. La misma dosis 
de proteína purificada se preparó en adyuvante incompleto de Freund 
(FIA) y se inyectó i.p. 15 días después de la primera inmunización. Los 
ratones fueron anestesiados y sangrados a través del plexo venoso 
retrobulbar antes de ser inmunizados (suero pre-inmune (control)) y 
transcurridos 30 días tras la primera inmunización para llevar a cabo 
una primera comprobación del nivel de anticuerpos. Los ratones se 
sangraron por completo mediante decapitación. La sangre se dejó 
coagular 12 horas a 4 ºC y, posteriormente, se centrifugó (2000 x g 
durante 10 min) para obtener el suero; el cual se almacenó a -20 ºC hasta 
su uso.   
De este modo se obtuvieron los sueros anti-rCSD3 (anti proteína 
recombinante CuZn/SOD3), anti-rFSD (anti proteína recombinante Fe-
SOD) y anti-rMSD (anti proteína recombinante Mn-SOD).  
Tanto la proteína recombinante rCSD2 como el suero de ratón 
frente a esa proteína (anti-rCSD2) utilizados en el ensayo ELISA que 
se describen más adelante fueron producidos por De Felipe en 2018. 
4.3.6.2. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
Para la realización de TEM se siguió la técnica descrita por Paramá 
et al. (2006). Brevemente, los ciliados controles y tratados con SIR se 
concentraron por centrifugación a 1000 x g durante 5 min y se fijaron 
durante 12 h en glutaraldehido al 2,5 % (v/v) en tampón cacodilato 
sódico 0,1 M, pH 7,2 a 4 ºC. Los ciliados se lavaron dos veces con 
tampón cacodilato 0,1 M. A continuación, se realizó una segunda 
fijación con OsO4 al 1 % (p/v), en tampón cacodilato al 0,1 M durante 




tampón maleato-NaOH 0,05 M a pH 5,2. Posteriormente, las muestras 
se tiñeron con una solución de acetato de uranilo al 2 % en tampón 
maleato, pH 4,2; durante 2 horas a 4 ºC. Tras una batería de 
deshidratación con acetona (5 min en cada una de las siguientes 
concentraciones: 25 %, 75 %, 95 %, y tres cambios en acetona al 100 
%), las muestras fueron embebidas en una mezcla a partes iguales de 
acetona pura y resina Spurr. Secciones semi-finas fueron cortadas con 
un ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT, Leica Microsystems, 
Alemania) y teñidas con azul de toluidina al 1% para su visualización 
al microscopio óptico. Una vez seleccionada la zona se realizaron los 
cortes ultrafinos y se pre tiñeron con una solución alcohólica de acetato 
de uranilo durante 10 min y, tras lavarlas exhaustivamente con etanol 
de 30º, se realizó una tinción con citrato de plomo durante otros 10 min 
seguida de dos lavados, el primero con NaOH 0,02 M y el segundo con 
agua bidestilada. Finalmente, los cortes ultrafinos teñidos se 
visualizaron en un microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM-
1011 (Jeol, Japón) a un voltaje de aceleración de 100 kV. 
4.3.6.3. Ensayo de inmunofluorescencia 
Para la inmunolocalización se realizó un ensayo de 
inmunofluorescencia como ha descrito previamente Mallo et al. (2015). 
Brevemente, 5x106 ciliados de la cepa I1 se incubaron durante 
diferentes tiempos con suero inmune de rodaballo, se centrifugaron a 
1000 x g durante 5 min, se lavaron dos veces con PBS pH 7,0 y se 
fijaron durante 15 min en una solución de formaldehído al 4% en PBS 
a temperatura ambiente. A continuación, los ciliados se lavaron dos 
veces con PBS y se resuspendieron en una solución que contenía Triton 
X-100 al 0,3% en PBS durante 3 min. Posteriormente, se lavaron dos 
veces con PBS y se incubaron con BSA al 1% en PBS durante 30 min. 
Después del bloqueo, los ciliados se lavaron en PBS y se incubaron a 
temperatura ambiente y en agitación a 750 rpm durante una hora con 
una dilución 1: 100 del suero de ratón anti-rCSD3, anti-rFSD o anti-
rMSD en PBS, en cada caso. Después de 3 lavados con PBS se añadió 
el anticuerpo secundario cabra anti-ratón acoplado a isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) (DAKO, Dinamarca) a una dilución 1:800 en PBS 
y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente, en agitación a 
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750 rpm y en oscuridad. Finalmente, tras otros tres lavados en PBS, las 
muestras se montaron con PBS-glicerol (1:1) y se visualizaron mediante 
microscopía confocal (Leica TCS SP2, Leica Microsystems, 
Alemania). Para este ensayo se realizaron en paralelo controles de 
ciliado incubados con suero pre-inmune de ratón y sin anticuerpo 
primario.  
 
4.3.6.4. SDS-PAGE y Western Blot 
La separación de las proteínas se llevó a cabo en geles SDS-PAGE. 
Para ello, las muestras se cargaron (20 µg de proteína en tampón de 
carga: 5M tris HCl pH 6,8; 10% SDS; 30% glicerol y trazas de azul de 
bromofenol) en los pocillos de un minigel de poliacrilamida lineal al 
12,5% (30% acrilamida/bis 37,5:1; 1.5 M Tris-HCl pH 8.8; 10% SDS; 
10% APS; 0,04% TEMED y agua destilada). En el primer pocillo se 
añadió un marcador de peso molecular (NZY Colour Protein Marker II, 
Nzytech, Portugal). Se hizo migrar el gel en tampón de recorrido (25 
mM Tris; 192 mM glicina y 0.1% SDS) en una cubeta vertical Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad) a un 
amperaje constante de 0,05 A y un voltaje de 150 V durante 105-120 
minutos.  
Una vez finalizada la electroforesis, el gel se transfirió a una 
membrana de PVDF para la realización del Western Blot. Para ello, la 
membrana se humedeció con metanol durante un 1 minuto, se lavó 
durante 10 minutos con agua destilada y se equilibró con tampón de 
transferencia (48 mM Tris; 39 mM glicina; metanol al 20% y SDS al 
0,0375%; pH 9,2) durante 20 minutos en agitación. A continuación, se 
realizó la electrotransferencia de las proteínas del gel a la membrana en 
el equipo Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Biorad) a un voltaje 
de 15 V (0,5 A) durante 30 minutos. 
Posteriormente, la membrana se lavó en tampón de bloqueo (5% 
de leche descremada en polvo en tampón TBS-T 0,2%) durante 2 h en 
agitación para bloquear los sitios reactivos remanentes. Trascurrido este 
tiempo, se retiró el tampón de bloqueo, se añadió el suero de ratón 
correspondiente (anti-rCSD3, anti-rFSD o anti-rMSD) a una dilución 




agitación. Al día siguiente, se lavó 3 veces, 5 minutos cada una, con 
TBS-T 0,05% en agitación, y se añadió el anticuerpo secundario de 
conejo anti Ig G de ratón conjugado con peroxidasa (Dakopatts, EEUU) 
en una dilución 1:1000 en TBS-T 0,2% y se incubó durante 1 hora a 
temperatura ambiente en agitación. Por último, la membrana se lavó 2 
veces durante 5 minutos con TBS-T 0,05% en agitación, y 3 veces 
durante 5 minutos con TBS en agitación. Finalmente, las bandas se 
revelaron mediante DAB (Sigma-Aldrich).  
Para este ensayo se utilizaron como muestras tanto las proteínas 
recombinantes de las SODs como el liofilizado obtenido del pico 2 de 
la cromatografía de intercambio iónico. 
 
Los pesos moleculares se estimaron usando una curva de 
calibración (Log10 PM vs Rf) a partir del marcador de peso molecular. 
 
4.3.7. Ensayos con ciliados expuestos a radiación ultravioleta 
(UV) 
5x105 ciliados/ml se cultivaron en placas de cultivo de 12 pocillos 
(Corning, EE.UU.) en un volumen final de 2 ml de medio completo L-
15. Las placas se dejaron en el interior de un reticulador UV (UVC500, 
Hoefer, EE.UU.) hasta alcanzar energías de 1, 2 y 3 Julios / cm2 (J/cm2). 
A continuación, se observó la morfología y motilidad de los ciliados al 
microscopio invertido para confirmar la viabilidad tras la exposición. 
Por último, los ciliados se concentraron por centrifugaron a 700 x g 
durante 5 min. Tanto estas muestras como el medio de cultivo del 
ensayo se congelaron a -20 ° C hasta su uso. 
4.3.7.1. Análisis de la expresión a nivel de proteína  
4.3.7.1.1. Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas 
(ELISA) 
Para la detección y cuantificación de las diferentes proteínas 
nativas CSD2 (Cu/ZnSOD2), CSD3 (Cu/ZnSOD3), FSD (Fe-SOD) y 
MSD (Mn-SOD), tanto en el medio de cultivo como en ciliados 
expuestos a 3 J/cm2, se llevó a cabo un ELISA. Los pocillos de las 
microplacas de ELISA (high binding, Greiner Bio-One, Germany) se 
tapizaron con 1 µg de proteína en 100 µl de tampón carbonato-
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bicarbonato pH 9,6 (por pocillo). Tras 12 horas de incubación a 4 ºC, 
los pocillos se lavaron tres veces con tampón TBS (Tris 50 mM, NaCl 
0,15 M, pH 7,4) que contenía un 0,05% de Tween 20 (TBS-T 0,05%). 
Posteriormente, los pocillos se bloquearon con leche desnatada en 
polvo al 5% en tampón TBS con un 0,2% de Tween 20 (TBST-T 0,2%) 
durante 1 h. Trascurrido este tiempo los pocillos se volvieron a lavar 3 
veces y, a continuación, se incubaron durante 30 min a 37 °C en un 
agitador de microplacas a 750 rpm con el anticuerpo primario de ratón 
correspondiente a una dilución 1:400 en TBS-T 0,2%. A continuación, 
los pocillos se lavaron 3 veces con TBS-T 0,05% y se incubaron con 
anticuerpo secundario cabra anti Ig G de ratón conjugado con 
peroxidasa (DAKO, Dinamarca), dilución 1:2000 en TBST-T 0,2%, 
durante 1 hora en agitación y en oscuridad. Finalmente, se lavaron 5 
veces con TBS-Tween 0,05% y se llevó a cabo el revelado de la 
peroxidasa con OPD (ortofenildiamina, Sigma-Aldrich) añadiendo 100 
µl por pocillo y dejando reaccionar durante 20 minutos a temperatura 
ambiente y en oscuridad . Transcurrido este tiempo, se paró la reacción 
añadiendo 25 µL de H2SO4 (3M) y se midió la densidad óptica a 492 
nm en un lector de placas ELISA (Labsystem Multiscan RC, 
Labsystems S. A. C., Finlandia). 
En este caso, los pocillos de las microplacas de ELISA (high 
binding, Greiner Bio-One, Germany) se tapizaron con  1µg  del 
liofilizado del pico 2 de la cromatografía de intercambio iónico 
obtenido a partir de ciliados expuestos y no expuestos a radiación UV, 
con proteína recombinante purificada (rCSD2, rCSD3, rFSD y rMSD) 
o con medio de cultivo (medio incompleto L-15) de ciliados expuestos 
o no expuestos a radiación UV (en este último caso el tampón de 
acoplamiento se utilizó 10 veces concentrado de tal modo que al diluirlo 
con el medio incompleto L-15 quedase finalmente a una concentración 
1X). Como anticuerpo primario se utilizaron los sueros de ratón anti-
rCSD2, anti-rCSD3, anti-rFSD y anti-rMSD; en cada caso. Como 




4.3.7.1.2. Western Blot 
Para analizar la expresión de la proteína CSD3 se llevó a cabo un 
Western Blot, como se describe anteriormente, utilizando suero de ratón 
anti-rCSD3 (a una dilución 1:100) frente a proteínas presentes en el pico 
2 obtenido de la cromatografía de intercambio iónico a partir de ciliados 
no expuestos o expuestos a diferente radiación UV (1, 2 o 3 J/cm2). Las 
membranas se escanearon y se analizó la intensidad de las bandas 
utilizando el software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/). 
4.3.7.2. Análisis de la expresión de genes mediante RT-qPCR 
Para determinar cómo afecta la radiación UV a la expresión del gen 
que codifica para la proteína CSD2 se llevó a cabo una qPCR utilizando 
como muestra ADNc de ciliados sin tratar o expuestos a diferente 
radiación UV (1,2 o 3 J/cm2). Para ello, en primer lugar, se purificó el 
ARN total de los trofozoítos con el kit RNA NucleoSpin (Macherey-
Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, se 
llevó a cabo el tratamiento de las muestras con DNasa (DNase I, RNase-
free; Thermo Scientific) para eliminar por completo los posibles restos 
de ADN remanentes tras la extracción de ARN. La calidad, la pureza y 
la concentración del ARN se midieron en un espectrofotómetro 
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EE.UU.). 
 La síntesis de ADNc (25 µL/reacción), se llevó a cabo con 1,25 
µM de cebadores aleatorios (Random primers, Promega. EEUU.) y 250 
µM de cada deoxirribonucleótido trifosfato (dNTP). Esta mezcla, junto 
con la muestra (a una concentración de 2 µg) se incubó en un 
termociclador a 37 ºC durante 5 minutos. Posteriormente, se 
incorporaron los demás reactivos: 10 nM DTT; 20 U de inhibidor de 
RNasas; 2,5 mM de MgCl2 y 200 U de reversotranscriptasa MMLV 
(Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase, Promega.  
EEUU) en 30 nM de Tris y 20 mM de KCl (pH 8,3). Esta mezcla se 
incubo durante 10 minutos a 25 ºC, posteriormente 50 minutos a 37 ºC 
y, finalmente 15 minutos a 70 ºC. La concentración final de ADNc se 
llevó a cabo en un NanoDrop 2000/c y las muestras las muestras se 
almacenaron a -80 ºC. 
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Para la qPCR se mezclaron 5 µl Kapa SYBR FAST qPCR Master 
Mix (2X) (Sigma-Aldrich), 300 nM de la pareja de cebadores, 1 µl de 
ADNc (< 20 ng) y agua libre de RNasa y DNasa; volumen final de 10 
µl. La qPCR se desarrolló a 95 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos 
a 95 °C durante 10 s y 60 °C durante 30 s, terminando con 95 °C durante 
15 s, 55 °C durante 15 s y 95 °C durante 15 s. La qPCR fue realizada 
en un sistema Eco RT-PCR (Illumina) y la cuantificación relativa de la 
expresión génica se determinó por el método de 2−ΔΔCq (Livak y 
Schmittgen, 2001) empleando el programa de conformidad MIQE 
(guías de mínima información para publicación de experimentos de 
PCR cuantitativa en tiempo real) (Bustin et al., 2009). 
Para el diseño de los cebadores se usó el programa Primer 3Plus, 
con parámetros por defecto, para diseñar y optimizar los conjuntos de 
cebadores. 
Los cebadores utilizados en este ensayo fueron: CSD2 
(FqCSD2/RqCSD2) 5’-CCCAGGCATTGAAGAGAAAC / 
GCACCTGCATTTCCTGTTTT-3’. Como gen de referencia se utilizó 
el gen del factor de elongación 1-alfa (número de acceso en GenBank: 
KF952262): EF-1α (FEF1A / REF1A) 5 
'TCGCTCCTTCTTGCATCGTT-3' / 5 ' 
TCTGGCTGGGTCGTTTTTGT-3 '. 
4.3.7.3. Análisis de la actividad enzimática mediante el ensayo 
fenosulfonato (PMS) – nitroazul de tetrazolio (NBT)  
La actividad de SOD se midió espectrofotométricamente utilizando 
el ensayo PMS-NBT (Nishikimi et al., 1972). En este ensayo se produce 
la reducción de NBT por los radicales superóxido generados por una 
mezcla de nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) y PMS a pH no 
ácido. Como muestra se utilizó el liofilizado del pico 2 obtenido de la 
cromatografía de intercambio iónico a partir de ciliados sin tratar o 
tratados con 3 J/cm2 de radiación UV. Se dispusieron 100 µl 
(concentración 1 mg/ml) de la muestra correspondiente en microplacas 
de 96 pocillos (Corning, EE. UU.), por triplicado. A continuación, se 
añadió a cada pocillo una mezcla que contenía NBT 50 µM y NADH 




se inició mediante la adición de 100 µL de PMS (PMS 5 M en PB 100 
mM pH 7.4). Las placas se incubaron a 25 ºC durante 60 min. El 
formazán resultante de la reducción de NBT por los radicales 
superóxido generados por la autooxidación de PMS se midió 
espectrofotométricamente a 560 nm. A medida que se produce la 
activación enzimática, se observa una reducción en el color azul 
generado. Los resultados de la actividad enzimática se cuantificaron 
como la disminución de la absorbancia a 560 nm/min. 
4.4. RESULTADOS 
4.4.1. Purificación de la fracción citoplasmática que contiene 
las SODs y evaluación de su actividad enzimática 
Para el aislamiento de las SODs, se realizó una lisis de los ciliados 
y una separación mediante cromatografía de intercambio aniónico que 
permitió obtener la fracción que contiene actividad enzimática SOD. La 
Figura 1A muestra el perfil cromatográfico, en el que se observan 3 
picos de absorción máxima a 280 nm. El análisis de la actividad 
enzimática SOD de las tres fracciones en gel PAGE no desnaturalizante 
muestra que la actividad enzimática ocurre en el segundo pico de 
elución, detectándose tres bandas con pesos moleculares relativos de 
39, 50 y 60 kDa, respectivamente (Figura 1B). 
La adición de inhibidores de la actividad de la SOD, como el 
cianuro sódico, el peróxido de hidrógeno, la azida sódica o el polifenol 
resveratrol (RESV) a una concentración de 100 µM produce la 
inhibición de la actividad de la SOD (Figura 1C). Específicamente, el 
NaCN causa la inhibición total de la banda de 39 kDa, el H2O2 produce 
una inhibición total de la banda de 60 kDa y una inhibición parcial de 
la banda de 39 kDa; mientras que tanto NaN3 como RESV producen 
una inhibición completa de la actividad enzimática de la banda de 60 
kDa (Figura 1C). 
 




Fig. 1: A) Perfil de elución de un extracto soluble de P. dicentrarchi separado 
a través de una columna HiTrap Q de intercambio iónico utilizando un equipo 
ÄKTAprime plus (GE Healthcare). Después de la cromatografía, las fracciones 




(1-3) se recogieron y se sometieron a un análisis de la actividad enzimática. B) Gel 
de poliacrilamida (PAGE) para analizar la actividad SOD con una tinción de NBT. Se 
observó que la actividad enzimática SOD (flechas; 39, 50 y 60 kDa) se encuentra en 
el pico 2. M: marcador de peso molecular en kDa.  C) Gel de poliacrilamida (PAGE) 
para analizar la actividad SOD con una tinción de NBT en el pico 2 a partir de ciliados 
incubados previamente con cianuro sódico (NaCN), peróxido de hidrógeno (H2O2), 
azida sódica (NaN3) y resveratrol (RESV), o sin inhibidores (control). Las flechas 
indican las bandas de actividad SOD que se observan por la aparición de bandas de 
decoloración en el gel. Las posiciones y los tamaños de peso molecular en kDa se 
indican a la izquierda de la imagen (flechas). M: marcador de peso molecular en kDa. 
4.4.2. Caracterización molecular de las enzimas SODs de P. 
dicentrarchi 
A partir del análisis del genoma se encontraron las secuencias 
completas de ADN para la Cu/ZnSOD1, Cu/ZnSOD2, MnSOD y 
FeSOD (no se encontró la de la Cu/ZnSOD3) (Figura 2).  
 
             10         20         30        40         50         60  
ATGGTAGAAG CCAAAGTCAC TTATGCTATT TGCATATTAA GGGAAGATGG AGGATCTGGA  
 
                       70         80         90        100        110        120  
GTCAACGGAC TTGTTAAATT AAGACAAGAA GAAGGACAAT AAGTTGAATT AAAAGCTGAA  
 
                     130        140        150        160        170        180  
ATCAAAGGTT TGTCTGCTGG ATTACACGGA TTCCACATTC ACCAATTTGG AAATTTAACT  
 
                     190        200        210        220        230        240  
GAAGGATGCA AAACTGCTGG ACCTCACTAC AACCCCGAAG GAGTCGTAAA AATTTAACCA  
 
                    250        260        270        280        290        300  
TTAATTTTTA AAACCATAAA CACAAGAATA TAAATATCTA ATTGTTTACC TTAATTTTAT  
 
                    310        320        330        340        350        360  
ATGTTTATAT TTAAAATTAA ATTATATTTT ATTAATAAAT AAATTTTTTT CTTTTATTTA  
 
                     370        380        390        400        410        420  
AAAGGTTCAC GGAGGACCTG AAACCTAAGT AAGACACGTA GGAGACTTAG GAAACATCCT  
 
                     430        440        450        460        470        480  
GTAAATTAAT AACTTAATAT TAAATTATAC AATTATTTTA TATTTTTTAA TTGCTTAAGT  
 
                      490        500        510        520        530        540  
AGCAAATATA CAAATTTCTG AAAATTATAA TGAATTTTTT ATAAATAGTT CTCAAGGAAA  
                      550        560        570        580        590        600  
CGGACAAGAC GTTCATGTTA TGAAAGACAG ATTAGTTAAT ATTTTAGATG TATTAGGAAG  
  
                    610        620        630        640        650        660  
ATCTTTCGTT GTCCATGCTG GAGAAGATGA TTTAGGACAA GGAGTTGGAG ACAAAGCTGA  




                    670        680        690        700        710        720  
TGAATCTAAA AAAACTGGAA ATGCTGGAGC TAGATTAGCT TGTGGAGTCA TCGGAATCTC  
 
                    730  
TGGACCTTTC GATTGGTGA  
 
 
             10         20         30         40         50         60  
ATGTTAAAAA CTTTAGCTTG TGGATTTGGA GGTGCATTCA TTTATAATAA TTTATCTTCC  
 
                       70         80        90        100        110        120  
TAAAAAAACA CTAATACTCC TATTTAAAAT ATTTAAAAAT CAACTTAAAG AAATGCTATT  
  
                    130        140        150        160        170        180  
TGCATTCTCT ATCCCGATAA TAACTCAGGA GTTAAAGGAA TAGTATCATT CTAATAAGAT  
 
                     190        200        210        220        230        240  
AAATTTAGCG ACCCTTGCAA AATCGTAGTT AATGTAAAAG GACTTAAACC TAATTCTAGT  
 
                     250        260        270        280        290        300  
CATGGATTCC ACATTCATGA ATTTGGTATA AAATTATAAA TTTTTTATTT TTAAATAAAC  
 
                    310        320        330        340        350        360  
TATATATTTT AGTAACACAA ACAATAATTT CAAATTTAGC AATAATTATA TTTCATATAC  
 
                    370        380       390        400        410        420  
ATCATTTAAT AAATATATTT ATATAATTTA ATATTATAGG AGACTTGACT GAAGGATGCA  
             
          430        440        450        460        470        480  
CAACTGCTGG ACCCCACTAC AACCCTGAAG GAAAAAATCA TGGAGGTCCT TTAGACCAAG  
 
                      490        500        510        520        530        540  
AAAGACACGT AGGTGACTTA GGAAACTTGA AAACTGATGA AAAGGTAAAA TATATATAGC  
 
                     550        560        570        580        590        600  
ATAGTATTGC AATTAAAACA AAGCAAATAA AGATAAAATAAAAATAAAAA TAAAAATTAT  
               
           610        620        630        640        650        660  
TAAGGGAAAT GCTTATCAAG CTACTAAAGA TAAATTAGTT ACTTTGTATG GAGAATTTAG  
 




          670        680        690        700        710        720  
TGTATTAGGA AGAAGTTGCG TTGTTCATTA AAACAAAGTA TTATATATTG ATAATAAATC  
 
                     730       740       750        760        770        780  
GATTATTGCT TGCATTATTT ATTTTAATTA CAATTAAAGG ATGATGAAGG AAAAGGAGGT  
 
                     790        800        810        820        830        840  
CATGAATTAA GTTTAACCAC AGGAAACAGT GGACCTAGAG TTGCTTGTGG AGTAATTGGA  
 
                   850                     860                   870 





   10         20         30         40         50         60  
ATGAAATCTC TTACTAAATT AATTAGATAT AGATTTTCTT CTTATACTCC TGCCACTTTA  
 
                       70         80         90        100        110        120  
CCTAAGTTGG ATTTTGAATA TGGAGAATTA GAACCCGTTT TATCAGCTAA TTTATTATCT  
 
                     130        140        150        160        170        180  
TTCCACCACG GAAAACACCA TTAAACTTAT GTCAACAACT TAAATGCAAT TTACAAATAA  
 
                      190        200        210        220        230        240  
ATAGAAGACG CTACCGCCTA AGGAGATGCT AAAAAAGTTG CTTCATTACA ACCCGCTTTA  
 
                     250        260        270        280        290        300  
AGATTCAATT TAGGAGGTCA CTTGAACCAC TCTATTTACT GGAAAAACTT AGCCCCTAAA  
 
                      310        320        330        340        350        360  
GGAAAAGGAG GAGGTGTTTT ACCTTAAGCT TCTTCTCCTC TTTCTTAAGC TATTCAATAA  
 
                     370        380        390        400        410        420  
TAATATGGAG GATATGAAAG TTTTATGCAA GAATTCAACA AAAGAGCTGC CGCCATTTAA  
 
                     430        440        450        460        470        480  
GTAAATCGCA TATATACATG ATAATTACTT AATTCAAATG TATTTTATAA TTAATAATTT  
 
                     490        500        510        520        530        540  
AAATATTAAT AAAATAAAAA TAATTTTCAA GGGAAGTGGA TGGGGATGGT TAGCCTATGA  
            
                     550        560        570        580        590        600  
CACTGTCAAT AAAAATTTGA GATTATTTGA ATTAGCTAAT TAAGAAATCC CTGATTTTTC  
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                     610        620        630        640        650        660  
TGATTGCATC CCTTTATTAA GTACATATAA ATTTATTTTT ATAAAAAATA GTATCTTTTA  
 
                     670        680        690        700        710        720  
TAATATACAA TTTAGCTATT GATATGTGGG AACATGCTTT CTATCTTGAT TACTAAAACG  
 
                    730        740       750        760        770        780  
TTAAAGTTAA ATATTTAAGC GATATCTGGT AAATTGTCAA CTGGGCTGAC GTTGAAGCAA  
 
                  790                    800 






                        10         20         30         40         50         60  
ATGAATAAAT ATATTATCTT CTTCTTTCTT GCAGTAATTG CTTCTGTGAA CTCATCATCA  
 
                       70         80         90        100        110        120  
GGTGATGACG AATGCAACCA CGCAATTGGA GGGTAGTTTC CTTATACTGC TTTAGAATAT  
 
                     130        140       150        160        170        180  
CCTTATAATG CTCTAGAGCC CTTCATTATA TAATAAACCA TGGAATTACA TCATGATAAA  
 
                     190        200        210        220        230        240  
CATTACAAAG TAAATATTTA ATAATATATA AAAATAAATT CATTATATAA CAAATTATAT  
 
                   250        260        270        280        290        300  
TTTATTTTAA TGCAGGCCTA TACTGATAAT TGTAATGCGG CTGTTATTAA TACTCCGCTT  
 
                    310        320        330        340        350        360  
GTAACTTTAT CAATGGAAGA CATAATCAGG GATTATTCGA GATAAAATAC TAAAATTAGA  
 
                     370        380        390        400        410        420  
AACAACTGTG GAGGGTATTA CAACCACTGC TTGTTTTGGA AATTCATGCA AGTAATATAG  
 
                    430        440        450        460        470        480  
GAATCTCTTT AAATGAATAA AGAAATTATA AAAATAAAGA AATTTTTAAT AAACATTTTG  
 
                    490        500        510        520        530        540  
TTTAAATTTA TTAAAAAAAG GGAAATTAAA ACCAATTACC TGAAGGTAAG CTCATGAAAC  
 
                     550        560        570        580        590        600  





                    610        620        630        640        650        660  
CTTCAGTTTT TGGATCAGGA TGGGCATGGC TGGTATTGAC AGAAAATTAG GGTGAAGGTA  
 
                     670        680        690        700        710        720  
AAATGATTGT TTATAATTGA ATATTTATTT TATGATATTA AATGGGATTT CTTTTAGATT  
 
                     730        740       750        760       770        780  
AAAACTTAAG AATATGCTCC ACTCCAAATT AAGATTCTCC TTTGTTCAAT TAAAACGACT  
 
                      790        800        810        820        830        840  
AACAATGTAA AGGATAAATT ATCCTTCTTT TGGACGTTTG GGAACATGCT TATTATCTTC  
 
                      850        860        870        880        890        900  
AATACTTTAA TGTTAGAGCC AACTATATAA ATAATTGGTG GAGTGTAGTA AATTGGAGAT  
 
                      910        920        930        940        950        960  







Fig. 2: Secuencias de ADN para los genes A) Cu/ZnSOD1, B) Cu/ZnSOD2, C) 
MnSOD y D) FeSOD. Debajo de cada secuencia se representa de manera esquemática 
la presencia de exones (negro) e intrones (blanco) a escala.La barra indica una escala 
de 100 nucleótidos. 
Estas secuencias presentan intrones al compararlas con las 
secuencias del transcriptoma obtenidas mediante el estudio del RNA-
seq, gracias al cual se encontró que P. dicentrachi expresa genes que 
codifican proteínas para tres Cu/ZnSOD, una MnSOD y una FeSOD.  
A través del programa DeepView (Swiss Pbd-Viewer) se llevó a cabo 
la predicción de la estructura de las proteínas, siendo todas ellas 
diméricas (Figura 3 y Figura 4). 
Con respecto a los parámetros bioquímicos, la forma Pd-
Cu/ZnSOD1 tiene un ORF de 492 pares de bases (pb) (número de 
acceso en GenBank: MH427342), que codifica una proteína (CSD1) de 
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163 aminoácidos (aa), con un peso molecular estimado (PM) de 
17173.30 daltons y un punto isoeléctrico estimado (pI) de 5.70 (Figura 
3A); la forma Pd-Cu/ZnSOD2 presenta un ORF de 600 pb (número de 
acceso en GenBank: MK348945) que codifica una proteína (CSD2) de 
199 aa, con un PM estimado de 21385.98 daltons y un pI estimado de 
8.18 (Figura 3B) ; la forma Pd-Cu/ZnSOD3 posee un ORF de 591 pb 
(número de acceso en GenBank: MK348946) que codifica una proteína 
(CSD3) de 196 aa, con un PM estimado de 22197.45 daltons y un pI 
estimado de 9.37 (Figura 3C). Los alineamientos de las secuencias de 
aa de las 3 proteínas relacionadas con las Pd-Cu/ZnSOD presentan 
regiones con dominios conservados (Figura 3D); sin embargo, la 
identidad global entre los aa de sus secuencias es baja, variando entre 
el 43% y el 51% (Figura 3E). Las anotaciones ontológicas genéticas de 
estas secuencias indican que su función molecular está relacionada con 
la unión de iones metálicos, procesos biológicos de oxidación-
reducción y procesos metabólicos. CSD1 presenta sitios de unión a Cu2+ 
en las histidinas (H) 52, 54, 69 y 123; sitios de unión a Zn2+ en las H 
69, 77, 86 y en el ácido aspártico (D) 89; sitios activos en las H 52, 54, 
69, 86, 123 y en el D 89; interfaz de dímero de clase E en las isoleucinas 
(I) 10 y 12, las leucinas (L) 24 y 116, la lisina (K) 26, en la fenilalanina 
(F) 56, en las glicinas (G) 57 y 114, y en la asparagina (N) 58; e interfaz 
de dímero de clase P en el ácido glutámico (E) 36 y en la L 94 (Figura 
3A). CSD2 presenta sitios de unión a Cu2+ en las H 86, 101 y 158; sitios 
de unión a Zn2+ en las H 101, 109, 118 y en D 121; sitios activos en las 
H 84, 86, 101, 118, 158 y en el D 12; interfaz de dímero de clase E en 
las I 40, 42, 54, en la serina (S) 56, en la F 88, en las G 89 y 152, y en 
la L 151; e interfaz de dímero de clase P en las L 67 y 126. Según el 
programa Signal-3L 2.0, CSD2 tiene un péptido señal entre los aa 1 y 
40; sin embargo, según el programa de predicción de péptidos señal y 
topología de transmembrana Phobius, el péptido señal se encuentra 
entre los aa 1 y 20, presentando una región N entre los aa 1 y 3, una 
región H entre los aa 4 y 15 y una región C entre los aa 16 y 20 
(existiendo una región no citosólica entre los aa 21 y 199) (Figura 3B). 
CSD3 posee sitios de unión a Cu2+ en las H 44, 46, 61 y 118; sitios de 
unión a Zn2+ en las H 61, 69, 78 y en el D 81; sitios activos en las H 44, 




y 112; e interfaz de dímero de clase P en la E 86. Presenta una región 
citoplasmática entre los aa 1 y 157, una región de transmembrana entre 
los aa 158 y 176, y una región no citoplasmática entre los aa 177 y 196; 
según el programa Phobius (Figura 3C). 
A partir del análisis realizado con la herramienta informática 
Blastx, utilizando la base de datos de Tetrahymena termophila, se ha 
visto que P. dicentrarchi tiene una SOD dependiente de Mn y una SOD 
dependiente de Fe (Figura 4). El gen Pd-MnSOD (número de acceso en 
GenBank: MK348948.1) de 663 pb codifica para una proteína (MSD) 
de 220 aa con un PM de aproximadamente 25074.43 daltons y un pI 
estimado de 7.06. Esta proteína contiene una señal de exportación a las 
mitocondrias entre los aa 1 y 12; un sitio de escisión en la S 13; y 4 
sitios de unión a Mn en las H 42, 43, 46 y 47.  
El programa Phobius predice que esta proteína presenta un péptido 
señal entre los aa 1 y 21, una región N entre los aa 1 y 4, una región H 
entre los aa 5 y 16 y una región C entre los aa 17 y 21 (Figura 4A). 
El gen Pd-FeSOD (número de acceso en GenBank: MK348949.1) 
de 750 pb codifica para una proteína (FSD) de 249 aa con un PM 
estimado de 29154.81 daltons y un pI teórico de 5.79. Presenta 6 sitios 
de unión a Fe en las cisteínas (C) 25 y 69, y en las H 27, 57, 58 y 61 
(Figura 4B). El modelo de predicción del estado oligomérico de las 
proteínas reveló que tanto MSD como FSD son homodiméricas. 
 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 4: Secuencias de aminoácidos de dos proteínas identificadas como Mn-SOD 
(MSD) (A) y como Fe-SOD (FSD) (B) obtenidas a partir de un análisis de RNA-seq de la 
cepa I1 de P. dicentrarchi y modelo molecular de las proteínas utilizando el programa 
DeepView (Swiss Pdb-Viewer). La región sombreada en rosa en la secuencia de la 
proteína MSD indica la existencia de un péptido de exportación a las mitocondrias y 
la región sombreada en azul en la secuencia de la proteína FSD indica la existencia 
de un péptido señal. 
La evolución molecular de las enzimas Pd-Cu/Zn-SOD y Pd-
Mn/Fe-SOD se estudió en el marco de secuencias de las SODs 
conocidas tanto en especies de ciliados como en otras especies que 
pertenecen a los grupos eucariotas más representativos (Figura 5). El 
árbol filogenético obtenido por métodos de máxima verosimilitud e 
inferencia bayesiana indica que Cu/Zn-SOD de P. dicentrarchi está 
estrechamente relacionada con Cu/Zn-SOD de otros ciliados y más 
separada de las SODs de otras especies de eucariotas. Concretamente, 
Pd-Cu/Zn-SOD1 y Pd-Cu/Zn-SOD3 están estrechamente relacionadas 
con Cu/Zn-SOD del ciliado Ichthyophthirius multifiliis, mientras que el 
Pd-Cu/Zn-SOD2 está más relacionada con una SOD del escuticociliado 
Pseudocohnilembus persalinus (Figura 5A). Con respecto a las 
isoenzimas Pd-Mn/Fe-SOD, el análisis filogenético confirma que 
ambas enzimas están relacionadas con las SODs de tipo Mn-SOD y Fe-
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SOD de eucariotas (Figura 5B). Por otro lado, el árbol filogenético 
muestra que Pd-Mn-SOD se agrupa con Fe/Mn-SOD de otros ciliados 
y está estrechamente relacionado con una Fe/Mn-SOD del 
escuticociliado P. persalinus, mientras que la Pd-Fe-SOD está agrupada 
con la Fe/Mn-SOD de Paramecium y una Fe-SOD de la planta 






Fig. 5: Análisis filogenético de las proteínas A) Cu/Zn-SOD y B) Mn-SOD (azul) y 
Fe-SOD (morado) de P. dicentrarchi mediante los métodos de máxima verosimilitud 
y de inferencia bayesiana, respectivamente. Se muestran los árboles con la 
probabilidad de registro más alta (A) (-4402.19) y (B) (-1780.26). El análisis evolutivo 
se realizó con los programas MEGA7 y MrBayes 3.2.6. Los árboles iniciales para la 
búsqueda heurística se obtuvieron automáticamente aplicando los algoritmos de 
Neighbor-Joining y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimada usando el 
modelo JTT y seleccionando la topología con un valor de probabilidad de registro 
superior. El análisis incluyó (A) 27 y (B) 19 secuencias de aa. Los números en las 
ramas representan el valor de arranque para el análisis de máxima verosimilitud 
(negro) y el valor de probabilidad posterior del análisis de inferencia bayesiana 
(rojo). Los códigos que aparecen junto a la especie entre paréntesis son los números 
de acceso a la secuencia GenBank. Los guiones (-) indican desacuerdo entre los 
análisis. La barra de escala corresponde a 10 (A) o 20 (B) sustituciones por 100 
posiciones de aa. 
IRIA FOLGUEIRA LÓPEZ 
122 
 
4.4.3. Localización celular de las SODs en P. dicentrarchi 
Para determinar la localización de las isoenzimas Pd-SOD se 
utilizaron dos estrategias. Por un lado, la localización se estimó 
mediante el uso de herramientas bioinformáticas de predicción 
(PredictProtein y LocTree3). Por otro lado, se determinó la localización 
mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecta utilizando 
anticuerpos contra las proteínas recombinantes correspondientes a Pd-
Cu/ZnSOD3 (r-CSD3), Pd-FeSOD (r-FSD) y Pd-MnSOD (r-MSD).  
Según el análisis de los programas bioinformáticos de predicción, 
las isoenzimas CSD1 y CSD2 se ubicarían en el citoplasma, mientras 
que la CSD3 se ubicaría en estructuras relacionadas con los cloroplastos 
o en el espacio periplásmico. Para MSD la localización subcelular sería 
mitocondrial y para FSD citoplasmática. 
Mediante ensayos de Western Blot se confirmó que las proteínas 
monoméricas recombinantes tienen el tamaño correspondiente a las 
proteínas originales de las que derivan: 20 kDa para el monómero 
CSD3, 25 kDa para el monómero MSD y entre 30 kDa para el 
monómero FSD (Figura 6A). Los anticuerpos generados contra las 
proteínas monoméricas recombinantes reconocieron las proteínas 
nativas del ciliado, presentando un tamaño correspondiente al doble del 
peso molecular de los monómeros (Figura 6B). Una vez confirmado 
que los sueros de ratón eran específicos para las formas nativas del 
ciliado se llevó a cabo un ensayo de inmunofluorescencia sobre 
trofozoítos de P. dicentrarchi. A partir de las microfotografías 
realizadas en el microscopio confocal se puede observar que el 
anticuerpo anti-rCSD3 marca la membrana celular asociada con los 
sacos alveolares (Figura 6C), el anticuerpo anti-rFSD marca de manera 
difusa todo el citoplasmas (Figura 6E) y el anticuerpo anti-rMSD marca 
las mitocondrias (Figura 6D); las cuales están dispuestas de manera 





Fig. 6: Arriba: Westen Blot utilizando anticuerpos policlonales frente a los 
monómeros de las proteínas recombinantes de la forma 3 de la isoenzima Cu/ZnSOD 
(rCSD3), la isoenzima FeSOD (rFSD) y la isoenzima MnSOD (rMSD) producidas en la 
levadura Klyveromyces lactis (A), y frente a la fracción purificada mediante 
cromatografía de intercambio iónico con actividad SOD (pico 2, P2) (B). M: 
marcadores de peso molecular en kDa. Abajo: Patrones de inmunotinción mediante 
microscopía confocal utilizando los anticuerpos policlonales anti-rCSD3 (C), anti-
rMSD (D) y anti-rFSD (E). (F) Microfotografía realizada al TEM de un trofozoito de P. 
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dicentrarchi que muestra la presencia de mitocondrias alineadas (flechas) debajo de 
los sacos alveolares. Tamaño de la barra: 10 µm. 
4.4.4. Expresión de las SODs en trofozoitos de P. dicentrarchi 
expuestos a radiación ultravioleta (UV) y estrés oxidativo 
 Los resultados de los ELISA muestran que los ciliados (P2) 
expuestos a la luz UV expresan un nivel más alto de isoenzimas SODs 
que los ciliados no expuestos. Tanto los niveles de proteína de CSD3, 
como de MSD y FSD aumentan significativamente después de una 
exposición a radiación UV con una energía de 3J/cm2 (Figura 7A-D).   
Además, a partir de los datos obtenidos al utilizar como muestra el 
medio de cultivo (L15) de ciliados irradiados y no irradiados, se pudo 
confirmar la existencia de SODs extracelulares (secretadas por el 
ciliado). La forma CSD2 es secretada al medio por el ciliado cuando 
este es irradiado (forma extracelular) (Figura 7A), al igual que la forma 
FSD (Figura 7D); mientras que las formas CSD3 (Figura 7B) y MSD 
no se secretan (Figura 7C). 
 
Fig. 7: ELISA para la determinación de los niveles de expresión de SODs en 
trofozoítos de P. dicentrarchi expuestos a radiación ultravioleta (barras gris claro) 
con respecto a ciliados no irradiados (barras blancas). En el ensayo, se utilizaron 
sueros anti-rCSD2 (A), anti-rCSD3 (B), anti-rMSD (C) y anti-rFSD (D) frente al pico 2 




determinar la presencia de formas extracelulares de las SODs. También se utilizaron 
las proteínas recombinantes (rCSD2, rCSD3, rMSD y rFSD) como controles (barras gris 
oscuro). Los valores se expresan como las medias ± las desviación estándar Los 
asteriscos indican las diferencias estadísticamente significativas (*P <0.01). 
La expresión de CSD3, tanto a nivel de proteína (Figura 8A) como 
a nivel transcriptómico (Figura 8B), depende de la dosis de irradiación 
administrada viéndose incrementada con un aumento de la radiación 
UV.  
La exposición de los ciliados a condiciones de estrés oxidativo, a 
través de la generación química de O2 en el medio de cultivo, causó un 
aumento significativo en la actividad enzimática SOD en los trofozoítos 
expuestos (Figura 8C). 
 
Fig. 8: A) Niveles de expresión del enzima CSD3 en ciliados de P. dicentrarchi 
expuestos a diferentes niveles de radiación UV a partir de un ensayo de Western Blot 
usando un anticuerpo policlonal contra la proteína recombinante rCSD3 (anti-rCSD3) 
frente a proteínas presentes en el pico 2 (P2) purificadas mediante cromatografía de 
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intercambio iónico. La gráfica corresponde al análisis densitométrico de las bandas 
obtenidas en el Western Blot realizado con el programa Image J. B) Nivel de 
expresión del gen Cu/ZnSOD3 con respecto al gen de referencia EF-1α a partir de 
ADNc de ciliados expuestos a diferentes dosis de radiación UV cuantificado mediante 
qPCR. C) Determinación de la actividad SOD mediante el ensayo de fenosfosfosato 
(PMS)-nitroazul de tetrazolio (NBT) en la fracción P2 de ciliados expuestos a 3J/cm2 
de radiación UV y ciliados no tratados (control). Los resultados de la actividad 
enzimática se cuantificaron como la disminución de la absorbancia a 560 nm/min (-
Δabsorbancia/min). Las barras de los gráficos y los resultados de la prueba PMS-NBT 
expresan los valores medios ± la desviación estándar y los asteriscos indican 
diferencias estadísticamente significativas (*P <0.05; **P <0.01) con respecto a los 
valores de ciliados no radiados (controles). 
 
4.5. DISCUSIÓN 
En los eucariotas, existen principalmente tres tipos de familias para 
las SODs basadas en la presencia de cofactores metálicos (Mn2+, Fe3+, 
Cu2+ o Zn2+) en sus sitios activos, en su ubicación en diferentes 
orgánulos o compartimentos celulares y en las diferentes sensibilidades 
a ciertos compuestos como el cianuro, la azida o el peróxido de 
hidrógeno (Hassan, 1989; James, 1994). En los geles de poliacrilamida 
nativa se observan bandas de actividad, las cuales corresponden a tres 
isoenzimas SOD presentes en un extracto soluble de P. dicentrarchi 
purificado por cromatografía de intercambio iónico. Inicialmente, la 
identificación de las SODs asociadas a cada banda se realizó en función 
de la sensibilidad de cada isoenzima a diferentes inhibidores. La 
actividad del isoenzima Cu/ZnSOD se identificó por su sensibilidad al 
NaCN (Manaa et al., 2014), mientras que la actividad del isoenzima 
FeSOD se identificó por su sensibilidad al H2O2 y al NaN3 (Misra y 
Fridovich, 1978, Ma et al., 2017). El isoenzima MnSOD se identificó 
porque su actividad no fue inhibida por NaCN ni por H2O2 (Bartosz, 
2005). Además, en el presente estudio, también se analizó el efecto del 
resveratrol (RESV). Este compuesto se ha descrito como inhibidor de 
la SOD en plantas a una concentración 10 M (Fan y Mattheis, 2006). 
Morais et al., ya describió en 2009 el efecto inhibitorio del RESV en la 
actividad de la SOD de P. dicentrarchi a una concentración de 100 M. 
Ahora hemos visto, de manera más específica, que el RESV inhibe 




actividad del isoenzima Pd-FeSOD, mientras que las isoenzimas Pd-
Cu/ZnSOD son insensibles a este polifenol. 
Con el fin de identificar las secuencias de proteínas de las enzimas 
de la familia Pd-SOD, realizamos un análisis transcriptómico a partir 
de un ensayo RNA-seq para localizar las secuencias que presentan 
homología con estas enzimas y realizar una identificación molecular. 
Aunque inicialmente se creía que los protozoos carecían de genes que 
codifican para la isoenzima Cu/Zn-SOD (Wilkinson et al., 2006; Miller, 
2012), varios estudios muestran su existencia y actividad en estos 
organismos unicelulares, incluidos los ciliados (Ferro et al., 2015). En 
este estudio, detectamos la presencia en P. dicentrarchi de tres 
secuencias diferentes que codifican para las Cu/ZnSOD. La existencia 
de varias formas de Cu/ZnSOD es un fenómeno frecuente entre los 
ciliados. En Tetrahymena thermophila se han identificado tres genes 
para las Cu/ZnSOD que codifican enzimas con PM entre 17,9 y 21,4 
kDa, en Euplotes focardii dos genes que codifican proteínas con PM 
entre 16,8 y 20 kDa, y en Oxytrichia trifallax dos genes que codifican 
proteínas con PM entre 17,5 y 17,6 kDa (Ferro et al., 2015). Además, 
en Euplotes crassus se han identificado dos tipos de Cu/ZnSOD, 
presentando una de ellas péptido señal para la actividad extracelular 
(PM 17,3 kDa y pI de 4.98) (Kim et al., 2018). A partir del análisis 
bioinformático hemos visto que la proteína CSD2, codificada por el gen 
Pd-Cu/ZnSOD2, también tiene un péptido señal relacionado con una 
función de actividad extracelular; mientras que la proteína CSD3 tiene 
una región transmembrana, lo cual indica que está asociada a 
membranas. En el nematodo Caenorhabditis elegans se describen 
isoformas Cu/ZnSOD, las cuales se detectaron por su homología con 
los tipos de Cu/ZnSOD extracelulares en mamíferos, que presentan 
péptido señal en sus extremos N y que fueron asociadas con membranas 
al presentar un dominio transmembrana en la región C-terminal (Fujii 
et al., 1998). Otros parásitos, como el helminto Schistosoma mansoni, 
también tiene formas extracelulares de Cu/ZnSOD que presentan 
péptido señal y regiones transmembrana. En este mismo parásito, 
también se ha observado la presencia de cuatro variantes en el pI en 
adultos, pero en todos los casos el pI de las formas Cu/ZnSOD es 
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ligeramente ácido (Hong et al., 1992). En el caso de Pd-Cu/ZnSODs, 
CSD1 presenta pI ácido, mientras que CSD2 y CDS3 tienen pI alcalino, 
lo que indica que las formas citoplasmáticas tienen pIs ácidos, mientras 
que las formas extracelulares o asociadas con membranas tienen pI 
alcalino. La existencia de formas extracelulares con pI alcalino también 
se ha descrito en plantas, donde las formas extracelulares de las 
Cu/ZnSOD tienen un pI más alto que las formas citosólicas (Streller et 
al., 1994, Schinkel et al., 1998). Por otro lado, con el análisis 
bioinformático, también se ha visto que las tres formas Pd-Cu/ZnSOD 
presentan interfaces diméricas tanto de clase E como de clase P, lo cual 
es una característica molecular de las enzimas Cu/ZnSOD (Bourne et 
al., 1996). El modelo de las proteínas codificadas por los tres genes 
asociados con Pd-Cu/ZnSOD indica que se tratan de proteínas 
oligoméricas de tipo homodímero, lo que indica que las enzimas nativas 
tienen una masa molecular entre 34 y 44 kDa. En la mayoría de los 
organismos eucariotas, las Cu/ZnSOD se presentan como enzimas 
homodímeras (James, 1994; Desideri y Falconi, 2003). En el ciliado 
marino Euplotes focardii o en la ameba Acanthamoeba castellani las 
enzimas Cu/ZnSOD son homodiméricas (Choi et al., 2000; Pischdda et 
al., 2018). La baja homología encontrada entre las secuencias de aa de 
Cu/ZnSOD en P. dicentrarchi parece indicar que los genes que 
codifican estas proteínas derivan de la expresión de genes parálogos, tal 
y como ocurre en ciertas arqueobacterias (Joshi y Dennis, 1993). 
Las isoenzimas FeSOD y MnSOD son evolutivamente más 
antiguas por lo que, probablemente, estas enzimas evolucionaron a 
partir de genes ortólogos (Alscher et al., 2002). Fe-SOD se ha 
localizado en procariotas y en cloroplastos, mientras que el enzima Mn-
SOD ha sido descrito tanto en organismos procariotas como eucariotas, 
donde se ha localizado en la matriz mitocondrial (Pischedda et al., 
2018). Se ha sugerido que el hierro puede haber sido el primer metal 
utilizado como cofactor asociado con el sitio activo de la primera SOD 
debido a su abundancia en ese momento en forma de Fe2+ soluble 
(Bannister et al., 1991). Las MnSOD han sido descritas en Euglena 
gracilis (Kanematsu et al., 1979) y en los ciliados E. focardii y E. 




considerada originalmente como una enzima citosólica en bacterias; sin 
embargo, también se ha detectado en cloroplastos de plantas, así como 
en el citosol, en los glicosomas y en las mitocondrias de algunos 
protistas (Sheng et al., 2014). Las FeSOD son comunes en los protozoos 
(Entamoeba histolytica (Loftus et al., 2005), Tetrahymena pyriformis 
(Barra et al., 1990), Plasmodium falciparum (Bécuwe et al., 1996), 
Leishmania chagasi (Plewes et al., 2003), Perkinsus marinus (Schott y 
Vasta, 2003; Asojo et al., 2006), Trichomonas vaginalis (Mittra et al., 
2017)), predominando en organismos anaerobios o microaerofílicos; 
mientras que en los aerobios predomina la isoenzima MnSOD (Bartosz, 
2005). La presencia de una forma de FeSOD en P. dicentrarchi podría 
ser una adaptación a su microaerofilia y sensibilidad a bajas 
concentraciones de oxígeno al tratrarse de un organismo bentónico 
(Hayward et al., 2003). La isoenzima Pd-MnSOD posee cuatro sitios de 
enlace a Mn, al igual que otras MnSOD de eucariotas (Rosso, 2009). 
En bacterias y eucariotas Fe y MnSOD existen tanto en forma 
homodimérica como en forma homotetramérica con subunidades de 22 
kDa (Beyer et al., 1991; Sheng et al., 2014); sin embargo, en P. 
dicentrarchi, al igual que en protozoos dinoflagelados del género 
Symbiodinium o el apicomplejo P. falciparum, tanto Pd-MnSOD como 
Pd-FeSOD, representan formas diméricas (Boucher et al., 2006; 
Krueger et al., 2015). Por el contrario, el enzima FeSOD aislada del 
ciliado T. pyriformis es tetramérica (Barra et al., 1990). En parásitos 
como T. vaginalis, la enzima FeSOD es una proteína dimérica que tiene 
una alta conservación estructural con la FeSOD de los procariotas, lo 
que parece sugerir que su presencia en los eucariotas puede deberse a 
un proceso endosimbiótico (Viscogliosi et al., 1998). Tanto la proteína 
CSD3, asociada con la isoenzima Pd-Cu/ZnSOD3, como la proteína 
FSD, relacionada con el isoenzima Pd-FeSOD, están relacionadas 
filogenéticamente con las SODs de otros ciliados, especialmente con 
las del escuticociliado Pseudocohnilembus persalinus (Xiong et al., 
2015). 
Las enzimas bimetálicas SOD que contienen cobre y zinc son una 
familia de isoenzimas que se encuentran en ubicaciones tanto 
intracelulares como extracelulares. Estas enzimas se encuentran en 
varios compartimentos intracelulares, principalmente en el citosol, pero 
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también en el espacio intermembrana mitocondrial, la vía secretora e 
incluso el núcleo (Robinett et al., 2017). Los ciliados pertenecen al 
Superfilo Alveolata (Adl et al., 2005). Los organismos que conforman 
este grupo comparten una organización ultraestructural común formada 
por una serie de sacos aplanados llamados alveolos o sacos parasómicos 
que sostienen la membrana plasmática y que constituyen el epiplasma 
(Gould et al., 2010; Aubusson-Fleury et al., 2013). Tanto la predicción 
bioinformática como los resultados de la inmunofluorescencia indican 
que la forma Pd-Cu/ZnSOD3 se encuentra en el espacio de los sacos 
alveolares, de manera similar a las enzimas Cu/ZnSOD de bacterias que 
se encuentran en el periplasma (Battistoni et al., 2000). Según el análisis 
bioinformático, Pd-Cu/ZnSOD1 se ubica en el citosol, mientras que Pd-
Cu/ZnSOD2 es extracelular. En los eucariotas, la presencia de formas 
Cu/ZnSOD citosólicas y extracelulares es muy común (Crapo et al., 
1992; Broxton y Culotta, 2016). Además, la presencia de un péptido 
señal en Pd-Cu/ZnSOD2 confirma que se trata de un enzima 
extracelular. Es lógico pensar que las SODs presenten ubicaciones 
extracelulares ya que el anión superóxido generalmente no atraviesa las 
membranas biológicas y el sustrato para la enzima debe originarse fuera 
de la célula (Robinett y Culotta, 2017). 
 
El análisis de la secuencia de 220 aa, correspondiente a MSD, a 
través de la herramienta Blastp, indica que esta enzima posee la 
identidad más alta con una proteína superóxido dismutasa [Fe] en T. 
thermophila SB210 y con una Mn/FeSOD en el escuticociado P. 
persalinus (Xiong et al., 2015). Fe y MnSOD se encuentran en una 
amplia variedad de especies y pueden localizarse en el citosol, en las 
mitocondrias o en ambos; sin embargo, en mamíferos la enzima 
MnSOD suele estar presente en las mitocondrias (Miller et al., 2012). 
En las células eucariotas, la enzima MnSOD se codifica en el núcleo, 
se sintetiza en el citosol y se envía, después de la traducción, a la matriz 
de las mitocondrias, donde se consume el 90% del oxígeno en las 
células (Halliwell y Gutteridge, 1989). Los resultados de la 
inmunofluorescencia indican que la proteína MSD se encuentra en las 
mitocondrias. Además, los resultados del análisis informático que 




mitocondrias y una posible estructura homodimérica, junto con su 
tamaño molecular predicho y su insensibilidad a la inhibición por H2O2 
y NaN3, confirman que se trata de una isoenzima MnSOD con 
localización mitocondrial. Con respecto a la secuencia de 249 aa, 
asociada a FSD, el análisis de identidad realizado con una base de datos 
de Tetrahymena termophila, mostró que esta proteína presenta máxima 
identidad con una enzima FeSOD de T. borealis y con una enzima 
Mn/FeSOD de Oxitrichia. Estos resultados también coinciden con la 
predicción del programa bioinformático InterPro que indica que esta 
proteína tiene un péptido señal, carece de regiones transmembrana y 
posee dominios de la familia Mn/FeSOD. Además, teniendo en cuenta 
el tamaño de la forma homodimérica de esta proteína, su insensibilidad 
al cianuro y la sensibilidad a la azida indican que se trata de una FeSOD 
(Viscogliosi et al. 1998). Aunque la predicción subcelular de proteínas 
con la herramienta bioinformática LocTree indica que esta proteína en 
los eucariotas se encuentra en las mitocondrias, teniendo en cuenta su 
similitud con las bacterias (donde se encuentra en el citoplasma) y los 
resultados de la inmunofluorescencia se refuerza la hipótesis de que esta 
proteína es en P. dicentrachi una FeSOD citoplásmica. La presencia de 
FeSOD citoplásmica también se ha detectado en amebas de vida libre 
(Choi et al., 2000) o en individuos del género Trypanosoma (Boucher 
et al., 2006); aunque la presencia de enzimas FeSOD en la mitocondria 
también se ha detectado en otros protistas y levaduras (Schott y Vasta, 
2003). 
En el ambiente marino, donde habitan los ciliados de vida libre, se 
dan una gran variedad de cambios ambientales que pueden dar lugar a 
un alto nivel de estrés oxidativo (Lesser, 2006; Pischedda et al., 2018). 
Además, durante la infección, los ciliados también deben enfrentarse a 
altos niveles de ROS generados por las células del sistema inmunitario 
innato del hospedador (Leiro et al., 2004). Entre los factores más 
importantes que pueden intervenir, desde el punto de vista ambiental, 
en la generación de altos niveles de ROS se encuentran: la temperatura, 
el exceso de oxígeno en el agua, la radiación solar UV y la presencia de 
algunos contaminantes (Lushchak, 2011; Pischedda et al., 2018). En el 
cultivo de peces en piscifactorías con circuito de agua abierto es común 
oxigenar el agua mediante el suministro directo de O2 o mediante 
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aireación y aplicar sistemas de desinfección con radiación UV 
(Summerfelt, 2003; Sultana et al., 2017). Para sobrevivir, los 
organismos marinos han desarrollado el uso de enzimas SOD que les 
permiten eliminar, no solo los aniones superóxido endógenos 
producidos durante los procesos metabólicos (incluida la respiración 
mitocondrial), sino también los exógenos presentes en ambientes con 
altos niveles de estrés oxidativo (Miller, 2012). A partir de los 
resultados obtenidos en el presente estudio, se ha visto que los niveles 
de expresión de todas las formas de las SODs de P. dicentrarchi 
aumentan significativamente después de la exposición de los ciliados a 
la radiación UV. También se ha observado que tanto Pd-Cu/ZnSOD2 
como Pd-FeSOD se excretan al medio de cultivo después de la 
irradiación con UV, lo que indican la existencia de formas 
extracelulares. En ambos casos, aunque la predicción inicial de 
localización celular fue citosólica, la existencia de péptidos señal en 
ambas isoenzimas parece confirmar que estas proteínas pueden 
secretarse al exterior, participando en la neutralización del O2 
extracelular generado por la radiación UV. En mamíferos también se ha 
descrito una Cu/ZnSOD y una FeSOD extracelular inducida bajo estrés 
oxidativo (Strålin y Marklund, 1994). También se han identificado 
enzimas Cu/ZnSOD citosólicas y extracelulares en varios parásitos 
(Tang et al., 1994; Liddell y Knox, 1998; Kim et al., 2000). En 
individuos del género Phytomonas también se ha detectado la secreción 
de FeSOD, la cual además presenta capacidad inmunogénica (Marin et 
al., 2006). La expresión, tanto a nivel de proteína como a nivel de genes, 
de Pd-Cu/ZnSOD aumenta al incrementarse la exposición a radiación 
UV. La actividad enzimática también aumenta significativamente a la 
dosis más alta de radiación UV no letal. 
 
Por lo tanto, P. dicentrarchi posee los tres tipos característicos de 
SOD presentes en los eucariotas: Cu/ZnSODs, MnSOD y FeSOD que, 
en su forma funcional, son enzimas oligoméricas de tipo homodimérico. 
Hay tres tipos de enzimas Pd-Cu/ZnSOD con secuencias de 
aminoácidos muy diferentes y sensibles al NaCN; localizándose dos de 
ellas en el citosol y una en el espacio de los sacos alveolares. También, 




insensible a H2O2 y NaN3, y una FeSOD citosólica sensible a H2O2 y 
NaN3. Una de las formas citosólicas de Pd-Cu/ZnSOD y la forma 
FeSOD tienen señales de secreción fuera de la célula. La actividad de 
todas las isoenzimas SOD aumenta en condiciones de estrés oxidativo 
inducido por la radiación UV. A partir de este estudio se destaca el papel 
de las SOD como enzimas que permiten que el ciliado se defienda de la 
acción tóxica del O2 generado tanto en el ambiente marino, durante su 
fase de vida libre, como en el hospedador, durante la fase parasitaria. 
Dado que la viabilidad del ciliado en condiciones de estrés oxidativo 
depende de la actividad de estas metaloenzimas y que estas son muy 
diferentes a las del rodaballo, las SOD de P. dicentrarchi podrían 
representar un objetivo terapéutico importante para el desarrollo de 
fármacos inhibidores y para la generación de vacunas contra las formas 


























PAPEL DE LOS EXTRUSOMAS COMO 
MECANISMO DE EVASIÓN DEL CILIADO 
5.1. RESUMEN 
La exposición de los trofozoítos del parásito escuticociliado del 
rodaballo Philasterides dicentrarchi a un suero inmune, que contiene 
anticuerpos específicos, da lugar a la aglutinación / inmovilización de 
los ciliados y, trascurrido un determinado periodo de tiempo, se produce 
la aparición de cápsulas vacías desde donde los ciliados emergen. Para 
analizar este fenómeno, se llevaron a cabo estudios de microscopía que 
permitieron asociar la aparición de estas cápsulas con procesos de 
exocitosis relacionados con la liberación de material compuesto, al 
menos parcialmente, por glicoproteínas tipo mucina, a partir de los 
extrusomas. Este material se deposita en la superficie de los ciliados, 
del cual son capaces de zafarse por acción de las proteasas, quedando 
tras de sí las cápsulas vacías. La expresión tanto de genes como de 
proteínas asociadas a los extrusomas aumenta con el tiempo de 
exposición a los anticuerpos de rodaballo. La estimulación con el suero 
inmune también se asocia a un aumento en la descarga de los 
compartimentos de almacenamiento intracelulares de calcio necesario 
para los procesos de exocitosis de los extrusoma. Los resultados 
obtenidos sugieren que P. dicentrarchi utiliza el mecanismo de 
extrusión para generar una barrera de protección física contra el ataque 
de los factores solubles del sistema inmune humoral del hospedador. El 
desarrollo de moléculas que interfieren con este proceso exocítico, así 
como el conocimiento de las proteínas implicadas, puede contribuir al 
futuro desarrollo de fármacos y vacunas recombinantes glicosiladas que 
permitan una prevención y control efectivo de la escuticociliatosis en el 
rodaballo. 




Los ciliados, como todos los eucariotas, poseen una compleja red 
de orgánulos que facilitan tanto la captación como la secreción 
macromolecular. Las vías endocíticas y exocíticas subyacentes son 
mediadores clave de la interacción de una célula con su entorno y, por 
lo tanto, pueden mostrar adaptaciones específicas en función de las 
condiciones que rodean al microorganismo. La exocitosis, o la fusión 
de vesículas citoplásmicas con la membrana plasmática, se produce a 
través de varias rutas. La liberación de estas vesículas o su contenido 
puede estar desencadenada por un estímulo extracelular. Aquellos 
orgánulos que permiten la liberación de substancias al exterior celular 
se denominan extrusomas. Estas estructuras presentan un modo de 
secreción en el que las vesículas especializadas se acumulan primero en 
el citoplasma, pudiendo extruir su contenido a través de la fusión de la 
membrana, exocitosis regulada, en respuesta a señales extracelulares 
como estrategias de defensa o depredación (Rosati y Modeo, 2003; 
Taylor y Sanders, 2010). En los ciliados se han descrito distintos tipos 
de extrusomas en función de la naturaleza del material que liberan. Los 
toxicistos contiene material tóxico y los haptocistos liberan material 
capaz de penetrar a ciertas presas. Ambos orgánulos tienen una función 
depredadora basada en la captura y absorción de alimento (Benwitz, 
1984; Ricci et al., 1996).  Sin embargo, la mayoría de los extrusomas 
descritos en ciliados pertenecen al grupo de los tricocistos, los cuales se 
caracterizan por presentar una morfología en forma de huso y ser 
capaces de descargar rápidamente su contenido a modo de proyectil en 
respuesta a estímulos mecánicos o físicos, como mecanismo de defensa 
(Haacke-Bell et al., 1990; Modeo et al., 2001). También se ha descrito 
un cuarto grupo de extrusomas en ciliados denominados mucocistos. 
Estos orgánulos exocitan un material protector, amorfo y mucilaginoso, 
en la superficie celular que, en algunas especies, puede estar implicado 
en la formación de quistes o en la formación de cápsulas temporales, y 
que constituye una primera línea de defensa del ciliado contra los 
depredadores, la regulación de la concentración iónica celular y el 
anclaje de células a sustratos (Haacke-Bell et al., 1990; Sauer y Kelly, 




Como se comentó anteriormente, Philasterides dicentrarchi es un 
escuticociliado de vida libre que, bajo ciertas condiciones, puede 
transformarse en un parásito oportunista histiófago en peces planos de 
cultivo (Iglesias et al., 2001; De Felipe et al., 2017) dando lugar a altas 
mortalidades por escuticociliatosis. Para el desarrollo de la fase 
parasitaria, el ciliado debe desarrollar diversas estrategias de adaptación 
bioquímica a su nuevo hábitat (Mallo et al, 2013.; Mallo et al., 2016), 
además de evadir el ataque del sistema inmunitario del pez, 
especialmente la acción lítica de factores solubles del suero como el 
complemento (activado por la ruta clásica, mediada por anticuerpos) y 
la activación del sistema de coagulación (Piazzon et al., 2011a; Piazzon 
et al.,2014; Blanco-Abad et al., 2018).  En 2003a, Iglesias observó que 
el suero de rodaballos que habían sobrevivido a un brote natural de 
escuticociliatosis causó la aglutinación y la inmovilización de 
trofozoítos y que, después de 2 horas de incubación con el suero, se 
apreciaban numerosas cápsulas vacías y ciliados saliendo de ellas. La 
interpretación de este fenómeno se basó en un posible cambio 
antigénico y en un mecanismo de evasión de la respuesta inmune 
humoral. En P. dicentrarchi se han descrito dos tipos de extrusomas:  
uno con morfología fusiforme (tricocisto) y otro con morfología 
esférica (mucocistos); este último capaz de liberar una delgada capa 
mucilaginosa en la superficie celular del ciliado (Dragesco et al., 1995; 
Paramá et al., 2006).  
En el presente estudio se pretende dilucidar con mayor precisión el 
papel de los extrusomas en la producción de cápsulas después de la 
incubación de los trofozoítos de P. dicentrarchi con sueros inmunes de 
rodaballos vacunados que producen anticuerpos aglutinantes e 
inmovilizadores; así como caracterizar las proteínas que generan los 
tricocistos y los mucocistos, y demostrar el papel de este proceso de 
exocitosis como mecanismo de defensa del ciliado contra el ataque de 
los factores solubles del sistema inmune humoral del hospedador. 
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5.3. MATERIAL Y MÉTODOS 
5.3.1. Inmunización de los rodaballos 
Los rodaballos se inmunizaron mediante inyección intraperitoneal 
(i.p.) en los días 0 y 30 con 200 µl (por pez) de una emulsión que 
contenía 106 ciliados/mL, inactivados con un 0,2% de formalina y 
adyuvante Montanide ISA 763 A VG (Seppic, Francia) 1:1 (v/v) 
(Lamas et al., 2008). Las muestras de sangre se obtuvieron, después de 
anestesiar los peces, mediante punción de la vena caudal el día 60, se 
dejaron coagular durante 2 h a temperatura ambiente y después se 
centrifugaron a 2000 x g durante 10 minutos. El suero (suero inmune 
de rodaballo, SIR) se almacenó a -20 ºC hasta su uso. 
5.3.2. Ensayos de inmunización/aglutinación 
Los ciliados, procedentes de un cultivo, se lavaron 3 veces en 
medio incompleto L-15 y se dispusieron en microplacas de 96 pocillos 
(Corning, EE.UU.) (200 ciliados por pocillo en un volumen final de 50 
µl de medio incompleto L-15). El suero inmune de rodaballo se inactivó 
con calor a 45 ºC durante 20 min y, posteriormente, se incubó con los 
ciliados a concentraciones 1/25, 1/50 y 1/100 por triplicado y a 
temperatura ambiente. Se llevó a cabo un seguimiento del estado de los 
ciliados mediante visualización al microscopio invertido Nikon Eclipse 
TE300 (Nikon, Japón) a los 15, 30 y 60 min para las respuestas de 
inmovilización / aglutinación. En todos los ensayos, se incluyó un 
control de ciliados en medio incompleto L-15 en ausencia de suero. La 
respuesta de aglutinación se expresó como porcentaje de ciliados 
aglutinados. 
5.3.3. Análisis microscópico 
5.3.3.1. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
Ciliados controles y tratados con SIR se concentraron por 
centrifugación a 1000 x g durante 5 min y se fijaron durante 30 minutos 
en una solución fría de paraformaldehido al 4% y glutaraldehído al 2,5 
% en tampón fosfato 0,1 M, pH 7.4. Transcurrido este tiempo se post-
fijaron durante 30 minutos con OsO4 al 1 % (p/v) en tampón fosfato 0,1 
M, pH 7.4. Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces con agua 




concentración ascendente (5 minutos en cada una de las siguientes 
concentraciones: 50%, 70%, 90%, 95%, y etanol absoluto). Finalmente, 
se secaron de forma química con HMDS, se recubrieron con iridio 
mediante pulverización catódica, utilizando el equipo Q150T-S Sputter 
(Quorum Tecnologies, Reino Unido), y se observaron y fotografiaron 
en el microscopio electrónico de barrido Zeiss FESEM Ultra Plus 
(Zeiss, Alemania). 
5.3.3.2. Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
Para la realización de TEM se siguió la técnica descrita en el 
apartado 4.3.6.2.  
 
5.3.3.3. Histoquímica: tinción con Safranina O  
Para la detección de proteínas de tipo mucina, se llevó a cabo una 
tinción con Safranina O. Los ciliados, controles y tratados, se fijaron en 
formaldehído al 10% en tampón fosfato salino (PBS: 0,01 M Na2HPO4; 
0,0018 M KH2PO4; 0,0027 M KCl; 0,137 M NaCl; pH 7,0). Después 
de la fijación, las muestras se lavaron 2 veces con agua destilada y se 
incubaron durante 5 min con una solución acuosa de Safranina O al 
0,1%. Después de un lavado exhaustivo con agua para eliminar el 
exceso de tinción, la preparación se secó al aire y se montó utilizando 
un medio permanente (Entellan, Merck) para ser visualizada al 
microscopio óptico. 
5.3.4. Análisis bioinformático de las secuencias de los 
extrusomas 
A partir de los estudios de secuenciación del genoma (apartado 
4.3.3.) y del transcriptoma de la cepa de I1 de P. dicentrarchi (De 
Felipe, 2008) se seleccionaron aquellas secuencias que codifican 
proteínas en una relación potencial con tricocistos de ciliados. Las 
proteínas seleccionadas asociadas con los extrusomas fueron: P. 
dicentrarchi trichocyst matrix protein T2A (TMPT2A) (número de 
acceso GenBank: MH412657.1) y P. dicentrarchi trichocyst matrix 
protein T4B (TMPT4B) (número de acceso GenBank: MH412658.1). 
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Además de los programas utilizados en el apartado 4.3.4. para el 
análisis bioinformático, se ultilizaron la herramienta NetOGlyc 4.0 
Server (Steentoft et al., 2013) y el programa METALDETECTOR v2.0 
(Passerini et al., 2011) para la predicción de los sitios de O-glicosilación 
y para la predicción de las cisteínas y los sitios de unión a metal de 
histidina de la secuencia de las proteínas, respectivamente. La búsqueda 
de motivos de secuencias de proteínas se realizó con la herramienta 
MotiFinder que pertenece a la red japonesa GenomeNet 
(https://www.genome.jp/tools/motif/MOTIF.html). Los modelos de las 
proteínas se llevaron a cabo en el servidor SWISS-MODEL 
(Waterhouse et al., 2018).  
Las secuencias de aminoácidos obtenidas para las proteínas 
TMPT2A y TMPT4B fueron alineadas utilizando el programa Clustal 
Omega (Sievers et al., 2011). La historia evolutiva se dedujo utilizando 
el método de máxima probabilidad (Maximum Likelihood) con el 
programa Mega7 (Zuckerkandl y Pauling, 1965; Kumar et al., 2016). 
5.3.5. Producción de las proteínas recombinantes r-TMPT2A y 
r-TMPT4B 
Para la síntesis de proteínas recombinantes en levadura se utilizó el 
kit comercial K. Lactis Protein Expression kit (New England Biolabs, 
UK), como se describió anteriormente (apartado 4.3.5.). Los cebadores 
se diseñaron a partir de las secuencias para las proteínas TMPT2A y 
TMPT4B obtenidas a partir de los datos del RNA-Seq.: FT2AKl 5'-
CGCCTCGAGAAAAGAatgcgtgtctgaccgcacta-3' / RT2AKl 5'- 
ATAAGAATGCGGCCGCTTAATGATGATGGTGATGGTGATGA




5.3.6. Vacunación para la obtención de sueros de ratón anti-r-
TMPT2A y anti-r-TMPT4B 
Se siguió el protocolo descrito en el apartado 4.3.6.1., utilizando 
como antígeno las proteínas recombinantes r-TMPT2A o r-TMPT4B, 
respectivamente (5 ratones por grupo). Los sueros se almacenaron a -





5.3.7. Caracterización de las proteínas recombinantes 
mediante electroforesis bidimensional (2-DE) y Western Blot 
El análisis de las proteínas recombinantes TMPT2A (r-TMPT2A) 
y TMPT4B (r-TMPT2B) se llevó a cabo mediante geles 2-DE. Para la 
primera dimensión o isoelectroenfoque, 1 mg de proteína, tratada 
previamente con el kit comercial ReadyPrepTM 2-DCleanup (Biorad), 
se cargó en una tira de gradiente de pH inmovilizado (IPGs) de 7 cm y 
pH 4-7. La tira se colocó con la matriz del gel en contacto con la 
muestra, evitando la formación de burbujas, y se cubrió con aceite 
mineral para evitar evaporaciones y prevenir la cristalización de la urea. 
La rehidratación se llevó a cabo de forma pasiva y en posición 
horizontal, dejando la tira en contacto con la muestra durante 12 h a 
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se inició el 
isoelectroenfoque en el equipo Protean® i12TM IEF cell (BioRad) con 
un programa en gradiente. 
Posteriormente, la tira se incubó durante 15 minutos en una 
solución de DTT al 1% en tampón de equilibrado (6 M urea; 50 mM 
Tris; 2% SDS; 30% glicerol) y, a continuación, 15 minutos en una 
solución de iodoacetamida al 2,5% en tampón de equilibrado.  
La segunda dimensión se llevó a cabo mediante electroforesis en 
SDS-PAGE. La tira de IPG sobre la superficie de un gel al 12,5% de 
acrilamida y se añadió un marcador de peso molecular (apartado 
4.3.6.4.). La parte superior de la tira se selló con una solución de agarosa 
al 1% en tampón de recorrido y trazas de azul de bromofenol.  El gel se 
colocó en una cubeta y se realizó la segunda dimensión aplicando 120 
V a 15 oC (González-Miguel et al., 2011).  
Por último, las proteínas del gel se transfirieron a una membrana 
de PVDF y se llevó a cabo el Western Blot (como se describió 
anteriormente en el apartado 4.3.6.4.) con los sueros de ratón anti-r-
TMPT2A o anti-r-TMPT4B diluidos a una concentración 1:200 en 
TBS-T 0,2%. 
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5.3.8. Ensayos inmunológicos para el análisis de la expresión de 
proteínas de los extrusomas 
5.3.8.1. Ensayo fluorescente de inmunoabsorción ligado a 
enzimas (FELISA)  
Para la cuantificación de la expresión de la proteína TMPT2A en 
trofozoítos control o incubados con suero inmune de rodaballo durante 
30 min y 6h se realizó un FELISA en microplacas de ELISA (High 
binding Greiner Bio-One, Germany), como ha descrito previamente 
Mallo et al. (2016). Para ello, se utilizaron ciliados lisados (1 µg por 
pocillo) como antígeno, preparado como describió previamente Iglesias 
et al. (2003a), en 100 µl de tampón carbonato-bicarbonato pH 9,6. Las 
placas se incubaron 12 horas a 4 ºC. Los pocillos se lavaron tres veces 
con tampón TBS (Tris 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4) que contenía un 
0,05% de Tween 20 (TBS-T 0,05%). Posteriormente, los pocillos se 
bloquearon con leche desnatada en polvo al 5% en tampón TBS con un 
0,2% de Tween 20 (TBST-T 0,2%) durante 1 h. Trascurrido este tiempo 
los pocillos se volvieron a lavar 3 veces y, a continuación, se incubaron 
durante 30 min a 37 °C en un agitador de microplacas a 750 rpm con 
suero de ratón anti-r-TMPT2A en TBS-T 0,2% a una dilución 1:100. A 
continuación, se lavaron los pocillos 3 veces con TBS-T 0,05% y se 
incubaron con anticuerpo secundario cabra anti-ratón con acoplamiento 
de Ig a FITC (DAKO, Dinamarca), dilución 1:500 en TBST-T 0,2%, 
durante 1 hora en agitación y en oscuridad. Por último, los pocillos se 
lavaron cinco veces con TBS-T 0,05% y la fluorescencia se midió en 
un lector de microplacas (Bio-Tek Instruments, EE.UU.) con una 
longitud de onda de excitación de 490 nm, longitud de onda de emisión 
de 525 nm y una sensibilidad del 70%. Los resultados se expresaron en 
unidades arbitrarias de fluorescencia.  
Mediante este mismo ensayo se analizaron los niveles de proteasas 
en las mismas muestras. En este caso se utilizó el anticuerpo primario 
anti-proteasas a una dilución 1:400. Este suero fue obtenido mediante 
la inmunización de ratones con proteasas de Philasterides dicentrarchi 
purificadas mediante una cromatografía de afinidad con sefarosa 




5.3.8.2. Western Blot 
Para realizar al Western Blot se siguió el protocolo explicado 
anteriormente en el apartado 4.3.6.4. Tras separar las proteínas de 
ciliados incubados con suero inmune de rodaballo (10 minutos y 6 
horas) y ciliados control mediante SDS-PAGE (es este caso el tampón 
de carga contenía DDT 0,6M y las muestras fueron hervidas durante 5 
minutos antes de ser cargadas en los pocillos), se procedió a la 
transferencia de estas a una membrana de PVDF. Posteriormente, la 
membrana se bloqueó y se incubó con suero anti-r-TMPT2A o anti-r-
TMPT4B diluido en TBS-T 0,2% a una concentración 1:200 y se 
incubó durante toda la noche a 4 ºC en agitación. Al día siguiente, y tras 
los correspondientes lavados, se añadió el anticuerpo secundario y las 
bandas se revelaron con DAB (Sigma-Aldrich).  
5.3.8.3. Inmunofluorescencia y microscopía confocal 
Para la inmunolocalización de las proteínas de tipo mucina se 
realizó un ensayo de inmunofluorescencia (apartado 4.3.6.3.) sobre 
ciliados incubados con SIR a distintos tiempos y utilizando el suero de 
ratón anti-r-TMPT2A a una dilución 1:100 en PBS. Una vez montadas, 
las muestras se visualizaron mediante microscopía confocal (Leica TCS 
SP2, Leica Microsystems, Alemania). Para este ensayo se realizaron en 
paralelo controles de ciliados sin tratar con suero inmune de rodaballo, 
ciliados incubados con suero pre-inmune de ratón y ciliados sin 
anticuerpo primario.  
 
5.3.9. RT-qPCR 
106 trofozoitos/ml de P. dicentrarchi se incubaron durante 10, 60 y 
240 min con suero inmune de rodaballo a una dilución de 1:50 en medio 
incompleto L-15. En algunos experimentos, los ciliados se incubaron 
durante 240 min con clorhidrato de dibucaína (Sigma-Aldrich) a una 
concentración 500 µM. La extracción de ARN y la posterior síntesis de 
ADNc se llevó a cabo como se describe en el apartado 4.3.7.2.; al igual 
que el diseño de los cebadores y la realización de la qPCR. 
En este caso, para la amplificación de ADNc se utilizaron 
cebadores específicos para el gen TMPT2A (FTMPT2 / RTMPT2) 5'-
ATTTGCTTGCGTTCTCGTCT-3' / 5 
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'TCATCTTCGTCTTGGGCTCT-3'; y para el gen TMPT4B (FTMPT4 
/ RTMPT4) 5'-CCACGAGAGATGGGTAGAGG-3' / 5 
'AATTCAATCTGGTGGCCAAT-3'.  
5.3.10. Análisis de la liberación intracelular de Ca2+ 
La liberación de Ca2+ intracelular después de la interacción de los 
ciliados con suero inmune de rodaballo se analizó usando el kit 
comercial Fluo-4NW calcium assay kit (Life Technologies). 2x105 
trofozoítos se lavaron dos veces mediante centrifugación con solución 
salina equilibrada de Hanks (HBSS sin Ca2+, Mg2+ ni rojo fenol) y se 
resuspendieron en el tampón de ensayo (HBSS, HEPES 20 mM y 
probenecid 2,5 mM) a una concentración final de 1,25x106 ciliados/ml. 
A continuación, en microplacas de 96 pocillos, se añadió suero inmune 
de rodaballo (a una concentración 1:50) y la sonda Fluo-4 NW 
(siguiendo las instrucciones del fabricante), a los ciliados dispuestos en 
los pocillos (200 µl por pocillo). Finalmente, la fluorescencia se midió 
en un fluorímetro (FLx800, BioTek, EE.UU.) (Ex: 494 nm, Em: 516 
nm). Se establecieron controles negativos sin suero inmune de 
rodaballo. 
5.4. RESULTADOS 
5.4.1. Cambios morfológicos que se producen en los ciliados al 
incubarlos con suero inmune de rodaballo 
La inmunización de rodaballos con ciliados inactivados genera 
altos niveles de anticuerpos en el suero del pez. Estos son 
suficientemente elevados como para producir la aglutinación/ 
inmovilización de los ciliados que se incuban con este suero de una 
manera rápida, ya que a los 30 minutos de incubación se observan 
grupos de ciliados. Con el paso del tiempo, el número de ciliados 
aglutinados / inmovilizados es mayor, hasta alcanzar niveles máximos 
a la hora de incubación (Figura 1). Antes de incubar los ciliados con el 
suero inmune, este fue inactivado para evitar la acción lítica del 
complemento y así analizar únicamente aquellos procesos que se 
producen por la acción de los anticuerpos durante la 





Fig. 1: Microfotografías al microscopio óptico con contraste de fase de 
trofozoítos de P. dicentrarchi incubados durante 60 minutos con suero pre-inmune 
(A) o con suero inmune de rodaballo (B). La tabla inferior muestra el efecto del suero 
inmune de rodaballo usado a diferentes diluciones y tiempos de incubación en la 
aglutinación de ciliados medidos en porcentaje. 
La presencia de anticuerpos aglutinantes hace que los ciliados 
comiencen a generar una cubierta mucilaginosa que resulta más 
evidente a medida que aumenta el tiempo de incubación con el suero 
inmune. Transcurridas 2 horas se empiezan a observar una especie de 
cápsulas que parecen tener la forma del ciliado pero que realmente se 
encuentran vacías. El número de estas cápsulas aumenta con el tiempo 
de incubación. En estas estructuras vacías se pude intuir la forma de los 
ciliados, ya que en algunas se aprecian las marcas de las cinetias del 
parásito a modo de huella. Además, se han observado, en la proximidad 
de estas cápsulas, ciliados que parecen salir de ellas de manera intacta 
(Figura 2).  




Fig. 2: Microscopía de contraste interdiferencial (DIC) de Nomarski que muestra 
la secuencia de la evolución de la aglutinación de los trofozoítos de P. dicentrarchi 
producida desde la adición del suero inmune de rodaballo hasta las 6 h, donde se 
puede observar claramente la presencia de cápsulas vacías (flechas). 
Cuando se observa el proceso de aglutinación con más detalle 
mediante SEM, los cambios superficiales que tienen lugar en el ciliado 
en presencia del suero inmune de rodaballo con el tiempo son notorios. 
Con respecto a los trofozoítos control, los que fueron incubados con el 
suero inmune presentan una clara alteración de los cilios, además de un 
aumento de su diámetro y la aparición de una capa de material amorfo 
en su superficie que incrementa en espesor con el tiempo. A medida que 
aumenta el tiempo de incubación estos cambios son más evidentes. A 
las 6 horas, las microfotografías muestran claramente la presencia de 
estructuras que mantienen la morfología externa del ciliado pero cuyo 
interior es hueco y al lado aparecen ciliados con su estructura 






Fig. 3: Microfotografías al microscopio electrónico de barrido (SEM) de 
trofozoítos de P. dicentrarchi que muestran los cambios que los ciliados sufren en su 
superficie desde la adición del suero inmune de rodaballo hasta las 6 horas de 
incubación. 
5.4.2. Caracterización molecular y bioquímica de proteínas 
asociadas a los extrusomas 
A partir del análisis del genoma se encontraron las secuencias 
completas de ADN para los genes TMPT2A y TMPT4B, las cuales 
presentan varios intrones (Figura 4A y 4B). 
 
        10         20         30         40         50         60  
ATGAGAGTTC TTACCGCATT ATTTGCTTGC GTTCTCGTCT TGGGAGCCTT CGCTGTTACC  
 
        70         80         90        100        110        120  
GATCCTGAAA TTGCTTCTGT CGTTAGAAGT AAACTTTTTT TTGATTGAAC CATCTCTTTA  
 
       130        140        150        160        170        180  
AGAAAAAAAC GATATCAAAA CTACAGAGTG GCAAATCGTT TTTACAAATT ATACTACATT  
 
       190        200        210        220        230        240  
ATATTATTTA ACTCTATATT TATCTAACCT TATTCATTAT GTTTTATTTA GAGATGGAAA  




       250        260        270        280        290        300  
ATTCCAAATA CGGAAAAACC TTATTAGACA CTATTGCCCT CTAAATGGAA GCTGGAGACC  
 
       310        320        330        340        350        360  
CAGTAAAAAA AAATATTATA ATTTGATTTT TTTTCAAACA ATGGCGTGAT GAAAAAATAA  
 
       370        380        390        400        410        420  
AAAACGAATA ATAAAAATCT ATAAAAATTT TTATAAGTAA ATAAAAAAAA TAAAAATAAA  
 
       430        440        450        460        470        480  
ATAGAAAACC ATCGCCAATT TATTAAAATA AATAGTCTTA TATAATCAAT AGAATTATAA  
 
       490        500        510        520        530        540  
TATCAAATCA TTTATATTTA AATCTTAAAT CTAATTTAAT TTTCTTTCTT TAGGTCCAAG  
 
       550        560        570        580        590        600  
ATTTGATTGA CATGCTCCAA GAAACTGAAG ATGGATTAGA AAGAGCCCAA GACGAAGATG  
 
       610        620        630        640        650        660  
ATGAATTCAT CAGAAACGGT AATCATAAAT AAATAAACAA AAATATATAC TTAGACCAAT  
 
       670        680        690        700        710        720  
AATTAAACAG AATAAGAAAG ATGTGATGTT GACTTAGCTA GATTGCAAGG AGAAATCGAA  
 
       730        740        750        760        770        780  
GATGCCGCCA GAAGAATCGC TGAACTCTAA GCTGAATTAG ATGAAAAAAT CCCCATTAGA  
 
       790        800        810        820        830        840  
GATGAAAAAG TCAGAGTCTT AGGAGAAAAG AATGAATGGA AAGATCACTT AGAAGCCAAA  
 
       850        860        870        880        890        900  
GTCGCCGAAA TTGACTCTCA AAAAGTCTTG AAAGACCAAG AATGGTAGCA AAAACATTTT  
 
       910        920        930        940        950        960  
AATATACTAC AATAACTTAA CTATCAAACA TACAAACAAT CAATCAATAA AAAATATACA  
 
       970        980        990       1000       1010       1020  
TATATATAAA TTTAGCAATA CTATTTTAAA TCAATAAAAT AAATAGGGCC GAAGAATAAG  
 
      1030       1040       1050       1060       1070       1080  
AATAACACGA CTAAGCCCAA TACGTCATCG AAAAAGCCAA AACCATCATC GTTGAAGCTT  
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140  
TGAAAGCCAA CTCCTTCTTG TAAAAAGGAA ACACCGCTTT CGCCCAAGTC TCATCCCACT  
 
      1150       1160       1170       1180       1190       1200  
TCGCCAAACA CTCCAAAACC CACTTCAAAA GATAATCTTG GTCCAAAATC TTCAATCTCT  
 
      1210       1220       1230       1240       1250       1260  
TATCTCAAAT CACCTCTTCC GCCCCCGTCC AAGCTGACCA AGGATCCGTT CAAAAAGTTA  
 
      1270       1280       1290       1300       1310       1320  
TCGACCTTTG CGACTCTTTA TTAGACAAAA TCTCTGAATC TAGAGAAATC GAAAGAAGAG  
 




      1330       1340       1350       1360       1370       1380  
ACTACTAACA CTGGATGGAA GAATACAAAA ACTTCAGAAA CCAATTACTT GATAAACTCG  
 
      1390       1400       1410       1420       1430       1440  
TTCAAGTCAA CAAAGAAATC GCTGACTTAG AATAATAAAT TGCCGCCTTA AACAAAAGAA  
 
      1450       1460       1470       1480       1490       1500  
TCGCTCAATG CCAAGCCGAA AAAGCTGACC AAGAAGAAAG ATTCAGATAA AAAACCTCAG  
 
      1510       1520       1530       1540       1550       1560  
AACACGAAGA CTTATTATAA GTAATATTTT AAAACTAATT TTTTGATATA ATTTATTTAT  
 
      1570       1580       1590       1600       1610       1620  
ATATTAAATA AATATATACA TTTACAACAG TACTGTGACG ATGCTAATGT TGCTTATGCT  
  
     1630       1640       1650       1660       1670       1680  
AAAAGAAGAG AATCAAGAAA CGACGAAAGA GAAGTTGTAT CTGATGCCAT CGGACTTTTG  
 
      1690       1700       1710       1720       1730       1740  
TAATCTAAAT TGAGAACTTT CAGATAATAT GTCAGTGAAA GAATGGGATC TGATGTCAAA  
 





       10         20         30         40         50         60  
ATGAAAAGAG TGGCGATAAT TTTATTATTG ACAGTTTTGT CATAGTGTGG AATCTAAAGA  
 
       70         80         90        100        110        120  
TCCCCTGCAA GACTATCAGA TACAAAAACT GTTTTGGCTG AAGTAAAAAA ATAAAAAATA  
 
      130        140        150        160        170        180  
TTCATTAATA GAATGTTATC AAATCATGTA AAAAATTATA TTCATTTAGA TGGATAAAGA  
 
      190        200        210        220        230        240  
TTCTTTTGGA TCAACAATCC TTTCCGCAGT TGCCTTAAAT GCTGCTACTG GAAATCCAGT  
 
      250        260        270        280        290        300  
TGAAGAAATT ACAGTTTTAA TAGAAGAAAT CGTAGAGTAG TTAACAACTG AATAAAACCA  
 
      310        320        330        340        350        360  
AGCCGATGGA CTAAATACAT AAAATGAAGC TTGTAGATTT AACTTAAAGT ATTTATTATT  
 
      370        380        390        400        410        420  
ATATAGAAAT AAAATATTTT TAAAAAAATA GCTTGCGAAA CCAATATTGA TAATTTGAAT  




       430        440        450        460        470        480  
CAATAAATCG CACAAACCAA AGCCACTATT GAATCAACAG AAAATGCTCT TAAGATAAAC  
 
       490        500        510        520        530        540  
TCTGAAATTT TAAAGGATGC CAAAGTTACT TTAGCTTAAG CTGTAAGCAA TTATATATTA  
 
       550        560        570        580        590        600  
AAATTCCTAA TTACAAATTC TTCCTATTCA GTTTTATTTA TAATATTTTT AACTATCTAA  
  
       610        620        630        640        650        660  
AGAACAGAGA TTTTGATGAA GTTGTTGAAT CAATTGATCA AGGTAAGTTG TGTGTAGTGT  
 
       670        680        690        700        710        720  
TATTAATAAA AAATGAAAAA TAAGTAAATT AAAATCTATT TTTAATTAAG GATCCTAGTA  
 
       730        740        750        760        770        780  
AAGAAGAGCT GACCACGAGA GATGGGTAGA GGAAGATTAT GCTAATGCCA TTTCAATTGC  
 
       790        800        810        820        830        840  
TACTTTAGAA GAAGGAGTCA AACTTATTAA CCACATGATT CGTAAATTCT ACAAAATTTA  
 
       850        860        870        880        890        900  
TAAGTTTTTA AAGCTGTATG TAGCTCGATT TTAATAATAT TATAATAATC TTGTTTAAAG  
 
       910        920        930        940        950        960  
ACGGAGTTGA ATTCACACAA ATCAAATCTA GATACGAAAA GGTTTTAGAC AAACTCAAAG  
 
       970        980        990       1000       1010       1020  
AAGACAACAA CAAACATGCT TCTCTCTTCA AACCTTTAAT TTCTTCTTTA ACTTAATTGG  
 
      1030       1040       1050       1060       1070       1080  
CCACCAGATT GAATTATGAA AATGTTATGA AAATCCTTGA ATTATTAAAC AATATTAGAT  
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140  
TAACTATAGC TGAAGAATAA CAATAAGCTA AAGAAGCCGG TAAATTTTAT TATTATTGAT  
 
      1150       1160       1170       1180       1190       1200  
ATTTTTTTAG TTTATTAACT GTAAAAATCT TTAGAAAATA TCGCTAGTGA AGATTGGTAA  
 
      1210       1220       1230       1240       1250       1260  
AAATTATTAA ACCACTTAGC CGCTGAAAAA TAAAGATTGG GAGATAAAAA GGCCAGATTA  
 
      1270       1280       1290       1300       1310       1320  
AGTAGTTTAA TTGAAGCTAC CACCACCTTA CTCGAATAAT ATAGACAATC TTTGGAAAAT  
 
      1330       1340       1350       1360       1370       1380  
AATAAAGTTT AATTAGAAAA CTATAGCCAG ACTCTCGTAA ATGAAACATA AAGATGTAGT  
 
      1390       1400       1410       1420       1430       1440  
CAATAAGCAG AAACCTATGC AGTTGAATCA GCTGAAGTAA TAGCAAAATT ATTGGTTTAT  
 
      1450       1460       1470       1480       1490       1500  
AATATGCATT CATAATTTTT ATATATTAAA ATCATTTAAT ATTATAGAGA GCTAGAGAAC  
 




      1510       1520       1530       1540       1550       1560  
TAGAAATTTT AGAAAGATTA CTTGAACACA TGAGAGAAAA ATATAATTAA GTTAGTGAAT  
 
      1570       1580       1590  
ACGTTTCCAG CAGAGTTTAT TCCGATTTCT GA 
 
 
Fig. 4: Secuencias de ADN para los genes A) TMPT2A y B) TMPTB4. Debajo de 
cada secuencia se representa de manera esquemática la presencia de exones (negro) 
e intrones (blanco) a escala.La barra de la escala indica 100 nucleótidos. 
Como se observa en las fotografías realizadas al microscopio 
electrónico, P. dicentrarchi presenta dos tipos de extrusomas asociados 
a la membrana plasmática, los cuales se encuentran inseridos entre los 
sacos alveolares. Se diferencian claramente tanto por su morfología, 
unos presentan morfología esférica y los otros morfología fusiforme, 
como por el tipo de material que contienen ya que uno es más 
electrodenso que otro (Figura 5A y 5B). A partir las secuencias del 
transcriptoma obtenidas mediante el estudio del RNA-seq se han 
localizado dos secuencias de proteínas que están relacionadas con los 
extrusomas del ciliado: 1) P. dicentrarchi trichocyst matrix protein T2A 
(TMPT2A) (GenBank número de acceso MH412657.1), codificada por 
un ARNm de 1134 pares de bases que genera una proteína de 377 
aminoácidos, peso molecular de 43502.79 Daltons y punto isoeléctrico 
teórico de 4,96. Esta proteína tiene un péptido señal entre la posición 1-
18, con un punto de escisión entre la posición 18 y 19 correspondiente 
a la región C del péptido señal. La región N del péptido señal se 
encuentra en los aa 1-2. La proteína TMPT2A posee 12 sitios de O-
glicosilación potenciales en los aa 182, 189, 195-196, 202, 210, 222, 
223, 224, 317, 348 y 366 (Figura 5C y 5E). 2) P. dicentrarchi trichocyst 
matrix protein T4B (TMPT4B) (GenBank número de acceso 
MH412658.1), codificada por un ARNm de 1113 pares de bases que 
genera una proteína de 370 aa, peso molecular de 41996.11 Daltons y 
punto isoeléctrico teórico de 4,90. Esta proteína tiene un péptido señal 
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entre la posición 1-16. La región C del péptido señal se encuentra entre 
los aa 13-16 y la región N entre los aa 1-3. La proteína TMPT4B posee 
12 sitios de O-glicosilación potenciales en los aa 21, 28, 54, 104, 111, 





Fig. 5: (A, B) Microfotografía al microscopio electrónico de transmisión (TEM) 
de trofozoítos de P. dicentrarchi que muestran la estructura de los dos tipos básicos 
de extrusomas: A) extrusomas esféricos (círculo) de tipo mucocisto (M), y ampliación 
detallada de estas estructuras en la parte superior derecha de la imagen; (B) 
extrusomas fusiformes (círculo) del tipo tricocisto (T), y ampliación detallada de 
estas estructuras en la parte superior derecha de la imagen. C) Secuencia de 
nucleótidos (1134 pares de bases; 377 aa) que codifican para la proteína T2-A de la 
matriz de los tricocisto de P. dicentrarchi (TMPT2A). D) Secuencia de nucleótidos 




tricocistos de P. dicentrarchi (TMPT4B). La secuencia azul indica la predicción de un 
péptido señal entre los aa 1-18 (C) y 1-16 (D); en rojo y negrita se indican los sitios 
potenciales de O-glicosilación de las proteínas. E) Predicción del peso molecular y 
del punto isoeléctrico teórico de las proteínas TMPT2A y F) TMPT4B de la matriz de 
los tricocistos de P. dicentrarchi. 
El análisis mediante BLAST, utilizando la base de datos del 
genoma de otro ciliado, en este caso Tetrahymena thermophila, indica 
que esta proteína está relacionada con una proteína similar codificada 
por el gen GRL3 (granule lattice). Este gen codifica para una proteína 
estructural, con unión al calcio, de granulomas de núcleo denso. Esta 
proteína además presenta una región en hélice superenrollada (coiled- 
coil region) y una cisteína en la posición 16 que puede ser sitio de unión 
al Ca2+ según la herramienta METALDECTETOR v2.0 (usada para la 









Fig. 6: A) Alineamiento de secuencias múltiples de la proteína T2-A de la matriz 
de los tricocistos de P. dicentrarchi y de cuatro ciliados representativos del filo 
Ciliophora mediante el programa CLUSTAL OMEGA (v.1.2.4). B) Matriz de identidad 
porcentual creada con la herramienta Clustal 2.1. C) Análisis filogenético molecular 
por el método de máxima verosimilitud. El árbol se dibuja a escala, con longitudes 
de rama medidas en el número de sustituciones por sitio. Para el análisis se utilizaron 
4 secuencias de aminoácidos. Hubo un total de 367 posiciones en el conjunto de 
datos final (se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y ausencia de 
datos). Los análisis evolutivos se realizaron en el programa MEGA7.  
Las proteínas TMPT2A y TMPT4B presentan un 23% de identidad 
al comparar sus secuencias nucleotídicas y el porcentaje de identidad 
sigue siendo bajo si comparamos la secuencia de aa de estas dos 
proteínas con las de otros ciliados (Paramecium, Ichtthyophthirius y 
Tetrahymena), con identidades máximas que apenas superan el 30% 
para TMPT2A y TMPT4B (Figura 6A, 6B, 7A y 7B). 




Paramecium (Figura 6C), mientras que la proteína TMPT4B está 








Fig. 7: Alineamiento de secuencias múltiples de la proteína T4-B de la matriz 
de los tricocistos de P. dicentrarchi y de cuatro ciliados representativos del filo 
Ciliophora mediante el programa OMEGA CLUSTAL (v.1.2.4). B) Matriz de identidad 
porcentual creada con la herramienta Clustal 2.1. C) Análisis filogenético molecular 
por el método de máxima verosimilitud. El árbol se dibuja a escala, con longitudes 
de rama medidas en el número de sustituciones por sitio. Para el análisis se utilizaron 
4 secuencias de aminoácidos. Hubo un total de 354 posiciones en el conjunto de 
datos final (se eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y ausencia de 
datos). Los análisis evolutivos se realizaron en el programa MEGA7. 
Cuando los ciliados incubados con suero inmune de rodaballo se 
tiñen con el colorante Safranina O se observa un aumento progresivo, 
dependiente del tiempo de incubación, en la intensidad de la tinción 






Fig. 8: Análisis histoquímico de la producción de mucina (componente 
peptidoglicano de los extrusomas) mediante tinción con safranina después de la 
incubación de trofozoítos de P. dicentrarchi: A) control; B) incubación durante 30 
minutos con suero de rodaballo inmune; C) incubación durante 4 h con suero de 
rodaballo inmune; D) incubación durante 6 h con suero de rodaballo inmune. 
5.4.3. Expresión y localización de las proteínas de los 
extrusomas después de la exposición al suero inmune de rodaballo 
Con el fin de determinar si las proteínas asociadas a los tricocistos 
realmente están relacionadas con la formación de las cápsulas que se 
observan durante la aglutinación de los ciliados tras ser incubados con 
el suero inmune de rodaballo, se llevaron a cabo una serie de ensayos 
para los cuales era necesario disponer de la proteína recombinante. Para 
ello, se sintetizaron las proteínas r-TMPT2A y r-TMPT4 a partir de su 
expresión en levaduras, cuyo peso molecular y punto isoeléctrico (43 y 
42 kDa; pH 5, respectivamente, se confirmaron mediante 2-DE (Figura 
9A). Mediante la inmunización de ratones con estas proteínas se 
obtuvieron sueros con anticuerpos frente a las proteínas r-TMPT2A y 
r-TMPT4. Los resultados obtenidos a partir del FELISA realizado con 
el suero anti-r-TMPT2A muestran una relación entre el material que se 
produce después de la incubación con el suero inmune de rodaballo y 
la expresión de la proteína, ya que al aumentar el tiempo de incubación 
aumentan los niveles de absorbancia debidos a la inmunofluorescencia 
(Figura 9B). Esto mismo se confirma con el Western Blot, donde la 
intensidad de la banda marcada por los anticuerpos generados frente a 
las proteínas r-TMPT2A y r-TMPT4B aumenta a medida que se 
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incrementa el tiempo de incubación (Figura 9C). A partir del FELISA 
realizado con suero anti-proteasas también se observó un aumento en la 
producción de proteasas a las 6h de incubación con el suero inmune de 
rodaballo (Figura 9B). Esto se corresponde con el momento en el que 
se observa al microscopio como los ciliados son capaces de abandonar 
las cápsulas. El suero anti-r-TMPT2A también se utilizó para la 
citolocalización de las proteínas mediante la realización de un ensayo 
de inmunofluorescencia sobre los ciliados incubados a distintos tiempos 
con el suero inmune de rodaballo y su posterior visualización en un 
microscopio confocal. En este caso, los anticuerpos marcaban proteínas 
de manera localizada en orgánulos en la parte interna de la membrana 
plasmática de los trofozoítos control. Al incubar los parásitos con el 
suero inmune de rodaballo se observa un aumento en el marcaje en esta 
zona a los 30 minutos. A las 4 horas se observa marcaje por toda la 
superficie de los ciliados, los cuales se encuentran aglutinados, y por 
todo el medio extracelular. A las 6 horas el marcaje en el exterior celular 
y en la cubertura de los ciliados es menor y vuelve a apreciarse un ligero 








Fig. 9: (A) Análisis por 2-DE de las proteínas recombinantes de la matriz de los 
tricocistos de P. dicentrarchi r-TMPT2A (izquierda) y r-TMPT4B (derecha). M: 
marcadores de peso molecular en kDa. (B) Análisis FELISA de los niveles de TMPT2A 
(izquierda) y proteasas (derecha) expresados por los trofozoítos incubados con el 
suero inmune de rodaballo a 30 minutos y 6 horas de incubación. Los valores se 
muestran como media  desviación estándar. El asterisco indica una diferencia 
significativa (P <0.01) con respecto al control (tiempo 0). C) Western Blot con sueros 
anti-r-TMPT2A (izquierda) y anti-r-TMPT4B (derecha) frente a ciliados control (a), 
ciliados incubados con suero inmune de rodaballo durante 10 minutos (b) y ciliados 
incubados con suero inmune de rodaballo durante 6 horas (c). M: marcadores de peso 
molecular en kDa. (D) Microfotografías al microscopio confocal de trofozoítos de P. 
dicentrarchi incubados con suero inmune de rodaballo en diferentes momentos. Las 
imágenes corresponden a la combinación de una imagen visible y una 
inmunofluorescencia (señal verde) utilizando un anticuerpo anti-r-TMPT2A de ratón 
y revelado con un anticuerpo de conejo anti-ratón conjugado a FITC. 
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5.4.4. Expresión de genes asociados con los extrusomas y su 
relación con la descarga de Ca2+ intracelular después de la 
estimulación de los ciliados con suero inmune de rodaballo 
Como se puede observar en la figura 10A, la incubación de los 
ciliados con el suero inmune de rodaballo dio lugar un aumento 
significativo en los niveles de ARNm de los genes que codifican para 
las proteínas de los extrusomas a medida que se aumenta el tiempo de 
incubación de los trofozoítos con el suero inmune de rodaballo. Para 
este ensayo se utilizaron como control positivo ciliados tratados con 
dibucaína. El aumento de la expresión, en términos de valores medios 
absolutos, fue mayor para el gen TMPT2A que para el gen TMPT4B. 
Por último, se analizó el efecto del suero inmune de rodaballo en 
los niveles de Ca2+ intracelular gracias a la sonda Fluo-4NW. Como se 
puede ver en la figura 10B, la incubación con el suero inmune de 
rodaballo induce la producción de Ca2+ intracelular. Este aumento tiene 
una relación directamente proporcional al tiempo de incubación de los 
ciliados.  
 
Fig. 10: A) Niveles de expresión de los genes que codifican para la proteína T2A 
de la matriz de los tricocistos de P. dicentrarchi (TMPT2A) y la proteína T4B de la 
matriz de los tricocistos de P. dicentrarchi (TMPT4B) en ciliados incubados diferentes 
tiempos con suero inmune de rodaballo y dibucaína (240-D). Los resultados se 
cuantificaron como la expresión génica relativa frente al factor de elongación 1-alfa 
(EF1) de P. dicentrarchi. B) Respuesta de calcio de trofozoítos estimulados con 
suero inmune de rodaballo (SIR) y solución salina balanceada de Hanks (HBSS sin Ca2+, 




kit. Los valores se muestran como la media  desviación estándar para cinco replicas. 
Los asteriscos indican las diferencias estadísticamente significativas (P<0.01).  
5.5. DISCUSIÓN 
En los organismos protistas, los extrusoma son orgánulos 
exocíticos especializados capaces de descargar su contenido al exterior 
celular en respuesta a estímulos mecánicos o químicos externos como 
mecanismos de defensa o durante la depredación (adquisición de 
alimentos) (Buonanno y Ortenzi, 2016). En P. dicentrarchi se han 
descrito dos tipos de extrusoma: uno con morfología fusiforme 
(tricocistos), situado perpendicularmente a la membrana plasmática, y 
otro con morfología esférica (mucocistos), con una distribución 
irregular (Dragesco et al., 1995; Paramá et al., 2006). Los mucocistos 
están situados debajo de la pared celular, en contacto directo con el 
citoplasma. Estos orgánulos están rodeados por una membrana, tienen 
un diámetro de aproximadamente 1 mm y son capaces de fusionarse 
con la membrana plasmática, disponiéndose de manera perpendicular, 
y liberando su contenido al exterior, creándose así una capa 
mucilaginosa sobre la superficie del ciliado (Paramá et al., 2006). 
Mientras que para los ciliados que viven en libertad los extrusomas 
podrían estar involucrados en una respuesta protectora o defensiva a los 
cambios ambientales, para los parásitos como P. dicentrarchi los 
mucocistos parecen constituir un mecanismo de defensa contra el 
ataque del sistema inmunitario cuando está dentro del hospedador. Esta 
idea ya fue desarrollada por Iglesias et al., (2003b) al realizar estudios 
de aglutinación de ciliados con diferentes sueros inmunes de rodaballo 
y conejo. En esos ensayos se observó que, después de 2 h de incubación 
con los sueros inmunes, aparecían abundantes estructuras transparentes 
con forma de cápsula que mostraban la topografía de la superficie del 
ciliado e incluso ciliados moviéndose de manera rotativa dentro de estas 
cápsulas. Este hecho puso de manifiesto la capacidad de los ciliados de 
abandonar las cápsulas después de aproximadamente 4-5 horas de 
incubación. Dicho fenómeno indica que el parásito es, por un lado, 
capaz de generar una barrera física que lo protege (cápsula) como un 
primer mecanismo de defensa y, por otro lado, capaz de liberarse 
transcurrido un cierto tiempo por acción de las proteasas, como 
mecanismo de evasión. La formación de cápsulas es un fenómeno ya 
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descrito dentro de los ciliados en numerosos estudios. En ellos se 
utilizaron distintos compuestos que inducen la exocitosis mediada por 
extrusomas. En 1981, Collins y Wilhelm, describieron una variación en 
el patrón de bandas en gel SDS-PAGE a partir de ciliados expuestos a 
dibucaína. Otros dos compuestos que dan lugar a esta liberación de 
material son el azul alcián y el NaCl 0,15M (Tiedtke et al.; Hünseler., 
1990). Además, se ha visto que estímulos físicoquímicos, como el 
shock osmótico o el shock térmico, parecen tener el mismo efecto 
(Hausmann, 1978; Buonanno et al., Ortenzi, 2015).  
La presencia de las cápsulas durante la aglutinación de los 
trofozoítos de P. dicentrarchi confirma que los anticuerpos del suero 
inmune de rodaballo inducen la secreción de material por parte de los 
mucocistos. Este material mucilaginoso se deposita sobre la superficie 
de los trofozoítos formando una capa protectora, como un molde, con 
una topología externa idéntica a la de los ciliados y que los protege de 
la aglutinación. Este proceso se observa claramente en todos los análisis 
microscópicos realizados tanto a nivel de microscopía óptica como 
electrónica (SEM). 
En otros ciliados, como Paramecium, las proteínas que contienen 
tricocistos se caracterizaron por una forma altamente restringida que 
refleja la organización cristalina de las proteínas que contienen y que 
derivan del proceso de una amplia familia de proteínas precursoras 
(codificadas por unos 100 genes coexpresados) que permiten el correcto 
ensamblaje del núcleo cristalino, necesario para la función del tricocisto 
(Shih y Nelson, 1991; Madeddu et al., 1995). La proteína de la matriz 
del tricocisto en Paramecium tiene tamaños de entre 15-20 kDa, 
algunos de ellos están glicosilados, tienen puntos isoeléctricos entre 4.7 
y 5.5 y parecen provenir de proteínas precursoras de un tamaño entre 
40-45 kDa. (Adoutte et al., 1984; Gautier et al., 1994). 
En nuestro estudio, las proteínas TMPT2A y TMPT4B tienen 
tamaños de aproximadamente 43 y 42 kDa, respectivamente y puntos 
isoeléctricos cerca de 5.0; es decir, compatibles con las proteínas 
precursoras descritas en Paramecium. Además, estas proteínas en P. 




aunque con puntos isoeléctricos y tamaños muy similares. Esto parece 
indicar que la matriz de los tricocistos está compuesta por proteínas 
complejas interrelacionadas o por proteínas secretoras que sufrieron un 
proceso proteolítico durante su maduración (Adoutte et al., 1984) o 
modificaciones postraduccionales (Tindall et al., 1989). En 
Paramecium tetraurelia se ha demostrado que las proteínas liberadas 
por la exocitosis de los tricocistos son glicoproteínas (Glas-Albrecht et 
al., 1990) y, en varias especies, se ha descrito que el material que formar 
las cápsulas está constituido por mucopolisacáridos. (Maihle y Satir, 
1986; Wolfe, 1988). Tetrahymena tiene extrusomas de tipo mucocistos 
que se caracterizan por contener proteínas ácidas similares a la mucina 
que pueden tener tamaños entre 40 y 80 kDa y que se pueden agregar y 
unir a Ca2+ (Sauer y Kelly, 1995). La O-glicosilación, también 
denominada O-glicosilación tipo mucina, indica que estas proteínas son 
las que transportan este tipo de glicanos a los grupos hidroxilo de los 
residuos de serina y treonina (Corfield y Berry, 2015). La tinción con 
Safranina O generalmente se ha utilizado para la detección de 
glicosaminoglicanos (Qin et al., 2018) y mucinas (Tas, 1977). Todas las 
mucinas están altamente O-glicosiladas y, tanto su biosíntesis como su 
degradación, están perfectamente integradas para mantener la 
protección de la célula contra las agresiones externas (Corfield, 2015). 
En este estudio, se observa claramente que la presencia de anticuerpos 
en el suero inmune de rodaballo actúa como un estímulo que causa la 
producción de proteínas similares a la mucina, como lo demuestra la 
tinción con Safranina O. Esta estimulación también causa un aumento 
significativo en la expresión de las proteínas de la matriz y la expresión 
de los genes que las codifican, lo que se demuestra mediante ensayos 
inmunológicos mediante los cuales se confirma que los componentes 
de la cápsula comparten epítopos con las glicoproteínas de la matriz de 
los extrusomas. 
En los sistemas de secreción en ciliados, el Ca2+ es necesario para 
el acoplamiento del sistema estímulo-secreción (Gilligan y Satir, 1983). 
En Paramecium se ha demostrado que la liberación exocítica del 
producto secretor paracristalino derivado de la matriz de tricocistos es 
dependiente de Ca2+ (Garofalo y Satir, 1984; Satir, 1989). La aplicación 
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de ionóforos de Ca2+, mediante la microinyección directa de Ca2+ en los 
ciliados, induce la exocitosis de tricocitos (Kerboeuf y Cohen, 1996). 
Por otro lado, en individuos del género Tetrahymena, la adición de 
dibucaína induce la secreción por parte de los mucoscistos 
produciéndose un aumento en el Ca2+ intracelular y en la liberación de 
mucina floculante (Tiedke et al., 1988; Sauer y Kelly, 1995). En este 
trabajo se demuestra que la presencia de anticuerpos en el suero de 
rodaballo induce una descarga intracelular de Ca2+, lo que confirma que 
este estímulo activa el proceso de extrusión en trofozoítos de P. 
dicentrarchi. 
Por lo tanto, Philasterides dicentrarchi es capaz de superar la 
aglutinación provocada por los anticuerpos específicos producidos por 
el hospedador a través de la formación de cápsulas generadas a partir 
de los extrusomas, gracias a la secreción de proteínas de matriz O-
glicosiladas que poseen características similares a las de la mucina y 
cuya liberación genera un aumento en los niveles de Ca2+ intracelular. 
Todos los datos muestran que el ciliado utiliza la exocitosis como 
mecanismo de defensa y, probablemente, también para evadir la 
respuesta inmunitaria del hospedador. La tecnología de producción de 
las proteínas de matriz de los extrusomas en levadura, que tiene la 
ventaja de producir proteínas glicosiladas, nos permitirá desarrollar en 
el futuro proteínas recombinantes que podrían usarse en vacunas para 
la inmunoprofilaxis de la escuticociliatosis en el rodaballo. Otra posible 
aplicación de los resultados obtenidos a partir de estos estudios es la 
utilización de fármacos que inhiban el Ca2+ intracelular y que, por lo 
tanto, impidan que los parásitos puedan protegerse mediante la 










BÚSQUEDA DE ANTÍGENOS Y 
CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR DE LA 
FAMILIA DE LAS VSPs 
6.1. RESUMEN 
Los antígenos de superficie han sido descritos en numerosas 
especies de ciliados. Muchos protozoos han presentado una variación 
antigénica entre distintas cepas de una misma especie o bajo diferentes 
condiciones. Se ha visto, mediante ensayos de inmunización en peces, 
que estos antígenos pueden generar protección frente a distintos 
parásitos. Con el fin de buscar antígenos que puedan ser usados en una 
vacuna se han llevado a cabo técnicas inmunológicas y moleculares 
para analizar la posible variación antigénica entre cepas de 
Philasterides dicentrarchi que presentan distinta virulencia y entre 
ciliados de la cepa I1 bajo diferentes condiciones de cultivo. Como 
resultado, se vio que P. dicentarchi posee distintos proteínas de la 
familia de las leishmanolisinas y de las proteínas variables de superficie 
(VSPs), las cuales se modulan en función de si el ciliado proviene de 
una infección o si permanece un largo periodo de tiempo en cultivo. 
También se han visto diferencias en la expresión de estos antígenos 
entre cepas, lo que sugiere que los trofozoitos utilizan la variación 
antigénica como mecanismo de evasión para sobrevivir dentro del 
hospedador. A la vista de los resultados, se han propuesto ensayos de 
vacunación usando estos antígenos con el fin de obtener protección en 
rodaballo frente a P. dicentrarchi. 
 
6.2. INTRODUCCIÓN 
Los antígenos de superficie son proteínas externas ancladas en la 
membrana plasmática o en la parte externa de la célula y están presentes 
en una gran variedad de organismos, incluidos bacterias, protistas y 
metazoos. La mayoría de los antígenos de superficie muestran una gran 
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variabilidad y pueden tener diferentes orígenes (Deitsch et al., 2009; 
Serradell et al., 2016). Esto puede deberse al polimorfismo alélico de 
los genes que codifican las proteínas de superficie, como se observó 
entre diferentes cepas de especies de Plasmodium, Paramecium y 
Tetrahymena, o a reordenamientos del ADN e intercambio en genes que 
codifican para proteínas antigénicas, lo cual parece estar relacionado 
con una evolución rápida del genoma mediante la creación y/o la 
eliminación de genes (Caron y Meyer, 1989). También se ha observado 
cierta variabilidad dentro de una única cepa o genotipo, lo que se 
corresponde con cambios en la expresión de varios genes alternativos 
que codifican proteínas similares. Esta función puede ser irreversible y 
estar vinculada a la diferenciación celular, o reversible, generalmente 
en organismos unicelulares, en cuyo caso se denomina variación 
antigénica (Smith, 1992). 
Cada uno de los antígenos está codificado por un gen diferente 
presente en una copia por genoma haploide. Estos genes determinan 
tanto la capacidad de expresar un antígeno dado como la especificidad 
antigénica de la proteína. Además, las condiciones ambientales en las 
que un antígeno dado puede expresarse de manera estable vienen 
también dadas por su gen o el conjunto de genes para ese antígeno 
presente en la célula. Varios factores influyen en la expresión del 
antígeno, como la temperatura, el pH y la fuerza iónica del medio, la 
cantidad de alimento, etc. Algunos antígenos pueden inducirse 
fácilmente en todas las células de un cultivo en condiciones definidas; 
por ejemplo, en el caso de Paramecium tetraurelia, cultivar la cepa 51 
por encima de 34 °C siempre da como resultado la expresión del 
serotipo A (Caron y Meyer, 1989). Otros son más difíciles de inducir 
específicamente porque varios antígenos pueden expresarse de forma 
estable en las condiciones óptimas para su expresión. Por lo tanto, 
parece razonable suponer que un conjunto dado de condiciones 
determina una cierta probabilidad de expresión de cada antígeno 
(Sommerville, 1970). 
La superficie externa de los ciliados contiene proteínas variables 
conocidas como antígenos de inmovilización (i-antígenos), las cuales 




condiciones o defenderse de la respuesta inmunitaria del hospedador, 
llegando a estar asociados con la virulencia (Swennes et al., 2006; Xu 
et al., 2009). Los i-antígenos son proteínas de superficie identificadas 
originalmente en parásitos del género Paramecium y Tetrahymena, 
donde se expresan diferencialmente en respuesta a diferentes estímulos 
ambientales (Smith, 1992). Estructuralmente, los i-antígenos presentan 
una modificación de glicosilfosfatidilinositol en su extremos C-
terminal, que los ancla a la membrana del parásito (Capdeville et al., 
1978; Ko y Thompson, 1992). Los i-antígenos han sido ampliamente 
estudiados en Ichthyophthirius multifiliis, donde se ha visto que estos 
antígenos generan altos niveles de anticuerpos, dando lugar a sueros 
aglutinadores que inmovilizan a los parásitos en ensayos in vitro 
(Hatanaka et al., 2007; 2008). Los i-antígenos también han sido 
identificados en Cryptocaryon irritans (Priya, 2012; Mo et al., 2019). 
Estos antígenos pueden ser diferentes entre cepas de la misma 
especie, ya que se ha visto reactividad cruzada, mediante ensayos de 
Western Blot, entre sueros generados frente a distintos serotipos de I. 
multifiliis. Esto indica que los i-antígenos comparten epitopos 
(Dickerson y Clark., 1993; Clark et al., 1995) y, a partir de ensayos de 
inmunización, se ha sugerido que estos epitopos son esenciales para el 
desarrollo de la inmunidad protectora (Clark et al., 1996; Lin et al., 
1996). Sin embargo, las proteínas que conforman los i-antígenos en I. 
multifiliis, varían en tamaño y, dependiendo del serotipo, pueden estar 
formadas por uno o dos péptidos cuyo peso molecular oscila entre los 
40 y los 60 kDa (Clark et al., 1995). A pesar de identificar el gen que 
codifica para el i-antígeno de 48 kDa en el serotipo A, lo que ofrecía 
información útil sobre la estructura general de estas proteínas, poco se 
sabía sobre las características que distinguían a los i-antígenos de los 
distintos serotipos hasta que se llevó a cabo la a caracterización de dos 
genes que codifican para dos i-antígenos (de 52 y 55 kDa, 
respectivamente) en el serotipo D; lo que permitió comparar por 
primera vez i-antígenos entre serotipos de I. multifiliis (Dickerson y 
Clark, 1993). En 2014, Dickerson y Findly (2014), confirmaron 
mediante ensayos de protección cruzada que la eficacia de estos 
antígenos era específica del serotipo. Hasta la actualidad, se han 
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descrito un total de 17 i-antígenos localizados en la membrana de 
Ichthyophthirius multifiliis, identificados en al menos a 5 serotipos 
distintos, resultando ser diferentes entre ellos (Dickerson et al., 1993; 
Wang et al., 2019).  
En las últimas décadas, el estudio de la variación antigénica se ha 
llevado a cabo en protistas, llegando a describirse en parásitos de vida 
libre, aunque la función de los antígenos variables de superficie en estos 
microorganismos es poco conocida. Algunos autores han sugerido que 
la variación antigénica puede estar regulada por alteraciones 
ambientales (cambios de temperatura regulan la expresión de antígenos 
de superficie) o que los protozoos son capaces de modular la expresión 
de estos antígenos para evadirse de depredadores o del sistema 
inmunitario del hospedador (Bannon et al., 1986; Simon y Schmidt, 
2007). Dos géneros en los que se ha descrito ampliamente la variación 
antigénica son Paramecium y Tetrahymena.  Si comparamos sus 
antígenos vemos que no muestran grandes diferencias, salvo por el 
tamaño. Los antígenos de superficie de Paramecium exhiben un alto 
peso molecular, entre 250 y 300 kDa (Hansma y Kung 1975; Forney et 
al., 1983). Tetrahymena presenta antígenos mucho más pequeños, 
cuyos pesos moleculares van desde 25 a 59 kDa (Ron et al., 1992; 
Gerber et al., 2002). 
La variación antigénica en microorganismos implica tres 
características esenciales: una gran familia de genes homólogos que 
codifican antígenos de superficie inmunodominantes; un mecanismo 
que permite la expresión de un solo miembro de dicha familia en células 
individuales y un sistema molecular para la expresión reversible que 
determine el cambio en la expresión de un antígeno por otro. Por lo 
tanto, la variación antigénica se caracteriza por un cambio continuo en 
la expresión de los miembros de una familia homóloga de genes que 






6.2.1. Proteínas variables de superficie (VSPs) 
En 1986, Nash y Aggarwal, con el desarrollo de anticuerpos 
monoclonales que reconocían específicamente la superficie de algunas 
células, demostraron que existen variantes antigénicas superficiales en 
el parásito Giardia lamblia. Además, al incubar los trofozoítos con un 
anticuerpo monoclonal generado frente a una proteína variable de 
superficie (VSP), vieron que el suero provocaba la aglutinación o la 
muerte de algunos protozoos; sin embargo, aquellos individuos que 
habían modificado su VSP, y que por lo tanto no eran reconocidos por 
el anticuerpo monoclonal específico, desarrollaron una nueva población 
de parásitos, los cuales expresaron diferentes antígenos de superficie. 
Más tarde se vio que también se daba una variación antigénica en los 
protozoos cuando se llevaba a cabo la infección de humanos o animales 
de experimentación con estos parásitos (Müller y Gottstein, 1998).  
En el género Giardia, las VSPs se localizan en la densa capa 
molecular que envuelve la membrana de los trofozoítos, cubriendo toda 
la superficie del protozoo (incluido el disco ventral y los flagelos) como 
una capa compacta que proporciona una interfaz densa entre el parásito 
y el hospedador, protegiendo así a los ciliados de las condiciones del 
medio (Pimenta et al., 1991; Morrison et al., 2007). En las últimas 
décadas se han ido conociendo distintas VSPs dentro del género 
Giardia pero en 2007, una vez que se obtuvo el genoma completo, se 
pudo llevar a cabo una caracterización completa de estas proteínas. Las 
VSPs descritas en este género varían en secuencia y tamaño (sus masas 
moleculares varían entre 20 y 200 kDa), aunque todas son ricas en 
cisteína (alrededor del 12%). A diferencia de las proteínas de superficie 
asociadas con la evasión inmunitaria en otros parásitos, los genes que 
codifican para las VSPs en Giardia se distribuyen en ubicaciones no 
contiguas en todos los cromosomas, activándose o inactivándose sin 
evidencia de reordenamiento asociado o alteración de la secuencia. Se 
cree que en Giardia existen entre 235 y 275 genes que codifican para 
alguna VSP. Las distancias intergénicas entre los miembros de un grupo 
pueden ser muy cortas, llegando a superponerse el extremo 5' de una 
VSP al extremo 3' de otra (Nash y Mowatt, 1992; Morrison et al., 2007). 
En el análisis bioinformático, todos las VSP muestran un péptido señal 
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hidrofóbico. Además, cada VSP contiene un dominio altamente 
variable en el extremo N-terminal, que muestra frecuentes motivos 
CXXC (donde C es cisteína y X es cualquier otro aminoácido). Estos 
motivos CXXC también se han encontrado en proteínas de superficie 
de otros organismos, estén o no involucradas en la variación antigénica. 
Estos motivos contienen la mayoría de las cisteínas presentes en las 
VSPs y se ha sugerido que proporcionan propiedades estructurales a las 
proteínas, así como que confieran estabilidad redox a la superficie del 
parásito. La porción extracelular de las VSPs presenta una disminución 
progresiva en la conservación de los motivos CXXC, generando un alto 
grado de divergencia entre diferentes VSPs (Gillin et al., 1990; Adam, 
2001). El extremo C-terminal de las VSPs presenta un alto grado de 
homología, con 38 aminoácidos que tienen casi el 90% de identidad. 
Esta región incluye un dominio transmembrana de 23 a 25 aminoácidos 
hidrófobos. El dominio extracelular de las VSPs constituye la interfaz 
hospedador-parásito, siendo las VSPs de Giardia proteínas integrales 
de membrana de tipo 1 (Prucca y Lujan, 2009). 
Las VSPs de Giardia son resistentes a los efectos de las proteasas 
intestinales, por ello es probable que la función de esta familia de 
proteínas sea permitir que los trofozoitos sobrevivan en el intestino 
delgado de los organismos que parasitan. Sin embargo, algunos autores 
han sugerido que otra función de las VSPs, posiblemente extrapolable 
a otros patógenos, está basada en un mecanismo de evasión frente al 
sistema inmunitario del hospedador. En 2002, Carranza et al., vieron 
que se producía una variación en la expresión de la VSP dependiendo 
de la fase del ciclo de vida del parásito. En 2014, Emery et al., 
analizaron la expresión de varias VSPs en dos cepas de Giardia 
intestinalis y vieron que 26 de ellas se expresaban en la cepa que era 
virulenta, mientras que en la cepa no virulenta se expresaron solamente 
3; relacionando así la presencia de VSPs y la variación antigénica con 
la virulencia. 
La familia de las proteínas variables de superficie (VSPs) ha sido 
descrita en distintos organismos y se ha podido comprobar su función 
como sistema de variación antigénica, el cual podría intervenir en la 




inmune y la virulencia (Behrens et al., 1994; Nash et al., 2002; Serradell 
et al., 2016).  
En Giardia lamblia la VSP más caracterizada es el la VSPH7, una 
proteína de 56 kDa altamente inmunogénica (López-Romero et al., 
2015), aunque también se han caracterizado otras como la VSP 5G8, de 
71 kDa, la cual fue localizada en la superficie celular, llegando a generar 
altos porcentajes de aglutinación (Quintero et al., 2013).  
Se ha visto que las variaciones antigénicas en Giardia están 
controladas por ARN interferente. (ARNi). La interrupción de esta vía 
generó trofozoitos capaces de expresar a la vez varias VSPs. Cuando se 
realizaron vacunaciones con trofozoitos capaces de expresar varias 
VSPs se alcanzaron mayores niveles de protección, lo que sugiere que 
la variación antigénica es esencial para la evasión inmune (López-
Romero et al., 2015). 
6.2.2. Leishmanolisinas 
Las proteasas o peptidasas son enzimas  que rompen los enlaces 
peptídicos de las  proteínas, para lo que utilizan una molécula de agua , 
por lo que se clasifican como hidrolasas. Esta capacidad lítica está 
asociada a procesos de regulación y metabolismo, pero las péptidasas 
también cursan en procesos de evasión o defensa. Muchos protozoos 
tienen una o más etapas intracelulares durante su ciclo de vida. Para 
poder parasitar al hospedador, estos microorganismos han desarrollado 
sofisticados mecanismos de invasión, los cuales están regulados, en 
parte, por proteasas. Este tipo de enzimas pueden ser secretadas o bien 
estar asociadas a la membrana de los protozoos (Klemba y Goldberg, 
2002). 
Como se ha visto en diferentes estudios realizados en individuos 
del género Plasmodium y del género Trypanosoma, la incubación 
previa de los protozoos con inhibidores de proteasas redujo la capacidad 
parasiticida. Por lo tanto, las peptidasas están relacionadas con el 
proceso de invasión y supervivencia por parte de los parásitos gracias 
al papel que estas juegan en la degradación de las células y tejidos del 
hospedador (Klemba y Goldberg, 2002). En Philasterides dicentrarchi 
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se ha visto que las peptidasas secretadas pueden degradar el colágeno 
tipo I, modular respuestas del sistema inmune celular e inducir la 
apoptosis de los leucocitos (Paramá et al, 2007a; 2007b), además de 
modular las respuestas inmunes humorales mediante la degradación de 
inmunoglobulinas y la inhibición de la actividad del complemento del 
hospedador (Piazzon et al., 2011b).   
La leishmanolisina es la principal glicoproteína de superficie de la 
especie Leishmania major. Se trata de una metaloproteasa de zinc de 63 
kDa, unida a la membrana y expresada en la superficie de los 
promastigotes (forma infecciosa de este parásito). Consta de tres 
dominios, dos de los cuales contribuyen a la formación del sitio activo, 
donde el ión zinc (II) está ligado a tres cadenas laterales de histidina. 
Para estudiar el papel de la leishmanolisina en la patogénesis y la 
virulencia de Leishmania major, Joshi et al. (2002) utilizaron mutantes 
deficientes en leishmanolisina y observaron que estos fueron más 
sensibles a la actividad del complemento del hospedador, por lo que 
concluyeron que las leishmanolisinas son un factor de virulencia vital 
en la patogénesis de Leishmania. (Joshi et al., 1998; Klemba y 
Goldberg, 2002). 
Mediante estudios genéticos, se han comparado los niveles de 
expresión de diferentes peptidasas en ciliados bajo diversas condiciones 
de cultivo. Gracias al uso de librerías de EST (expressed sequence tag) 
se han analizado las diferencias en la expresión de genes asociados a las 
leishmaniolisinas en dos fases distintas del ciclo de vida del parásito 
ciliado Ichthyophthirius multifiliis (la forma de vida libre, teronte, y la 
forma parasitaria, trofonte).  Utilizando esta misma técnica también se 
observaron diferencias en la expresión de genes de la familia de las 
leishmaniolosinas, en este caso al analizar ciliados de la especie 
Anophryoides haemophila, en diferentes condiciones de cultivo. Estos 
resultados sugirieron que las leishmanolisinas juegan un importante 
papel en los ciliados a la hora de parasitar al hospedador (Cassidy-
Hanleya et al., 2011; Acorn et al., 2011). 
Se estudió la expresión diferencial de genes en dos tipos de cultivos 




una sobreexpresión de tres genes de la familia de las leishmanolisinas 
en ciliados obtenidos de una infección en comparación con ciliados que 
pasaron un largo periodo de tiempo en cultivo y sin comida. Esto 
sugiere que este tipo de cistein-peptidasas están relacionadas con la 
patogenicidad del parásito (Seo et al., 2013). Por lo tanto, las peptidasas 
están involucradas en el proceso de transformación de los ciliados de la 
forma de vida libre a la forma infecciosa invasiva. Un aumento en la 
expresión de leishmanolisinas en la fase invasiva del ciclo de vida de 
individuos del género Leishmania sugiere que estas proteasas juegan un 
papel importante en las primeras etapas de infección del hospedador. Se 
ha visto que las leishmanolisinas de este estadío parasitario son capaces 
de unirse al receptor de macrófagos, impidiendo la activación del 
complemento, y contribuyendo a la supervivencia intracelular (Klemba 
y Goldberg, 2002). 
Por ello, las peptidasas se han estudiado activamente como 
candidatas para el diseño de vacunas o como dianas farmacológicas 
para la prevención y tratamiento de enfermedades parasitarias en 
distintas especies. Se han descrito inhibidores de cistein-peptidasas, los 
cuales han sido sugeridos como compuestos de quimioterapia 
antiparasitaria ya que resultan inocuos para el hospedador (McKerrow 
et al., 2008; Atkinson et al., 2009; Mayo et al., 2016). Sin embargo, en 
los últimos años ha cobrado fuerza el diseño de vacunas para peces a 
partir de péptidos quiméricos que permitan agrupar en un solo antígeno 
distintas proteínas, incluida la familia de las leishmanolisinas 
(Lokanathan et al., 2016); si bien, todavía no se han realizado estudios 
de protección en peces inmunizados con estos antígenos frente a 
parásitos.  
Por lo tanto, los antígenos de superficie son los principales 
antígenos objetivo para el desarrollo de vacunas debido a que al ser la 
parte del patógeno que está más en contacto con el hospedador se 
presupone más antigénica (Leid et al., 1987; Kedzierski et al.; 2004, 
Mello et al., 2004; Fankhauser et al., 2007). A la hora de diseñar una 
vacuna que genere una buena respuesta y que proteja frente a distintas 
cepas de la misma especie, es importante conocer y caracterizar estas 
proteínas. Con este fin, muchos autores han recurrido a diferentes 
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técnicas, tanto a nivel inmunológico como molecular. Las técnicas que 
utilizan la interacción antígeno-anticuerpo permiten purificar todas 
aquellas proteínas que han resultado antigénicas y que, por lo tanto, han 
dado lugar a anticuerpos, a los cuales son afines. El procedimiento más 
utilizado son las cromatografías de inmunoafinidad (IAC, 
Immunoaffinity chromatography), las cuales consisten en el paso de una 
mezcla compleja de proteínas sobre el inmunoabsorbente, donde el 
anticuerpo captura la proteína de interés debido a su especificidad, 
mientras que las otras proteínas se eliminaran mediante el lavado de la 
columna. En estos casos, es preferible usar anticuerpos de baja afinidad, 
como los fragmentos de anticuerpos (fragmentos Fab mono y 
bivalentes), para que la separación del antígeno del anticuerpo sea más 
sencilla (Subramanian, 2002; Engström et al., 2005; Sheng y Kong, 
2012).  En todas las especies en las que se han descrito i-antígenos, se 
han utilizado anticuerpos monoclonales frente a estos antígenos para 
poder purificarlos mediante IAC (Wang y Dickerson, 2002; Xu et al., 
2009; Wang et al., 2019) 
Como se ha comentado anteriormente, existen diferencias 
antigénicas entre cepas o bajo distintas condiciones. En este sentido 
resulta interesante comparar genes que se expresen de manera 
diferencial ya que podrían estar relacionados con la antigenicidad. Una 
de estas técnicas es la hibridación sustractiva, la cual permite el 
aislamiento de genes que se expresan de forma diferencial en dos 
muestras distintas sin conocimiento previo de sus secuencias (Miao et 
al., 2006; Feng et al., 2007). Con el fin de encontrar diferencias en genes 
asociados a proteínas de superficie se han llevado a cabo en los últimos 
años ensayos de hibridación sustractiva para ver diferencias entre 
ciliados en distinta fase parasitaria. Uno de ellos, fue el llevado a cabo 
por Lee en 2011. En este estudio se buscó identificar un conjunto de 
genes involucrados en la fase parasitaria del escuticociliado Miamiensis 
avidus. Para ello, clones obtenidos mediante hibridación sustractiva a 
partir de ADNc de ciliados procedentes de cultivo y ADNc de ciliados 
procedentes de una infección fueron secuenciados. Los genes 
correspondientes a las secuencias obtenidas están involucrados en 




apoptosis, inflamación, infectividad y virulencia), además de un gen 
asociado a una proteína variable de superficie. 
En los últimos años, las técnicas de secuenciación masiva han sido 
utilizadas para analizar tanto la expresión de genes entre poblaciones o 
de una población en diferentes condiciones, como para conocer el 
transcriptoma completo de una determinada especie. En 2013, Xiong et 
al., publicaron los datos obtenidos a partir de un RNA-seq llevado a 
cabo en Tetrahymena thermophila, lo que permitió obtener información 
relevante para el estudio de otros ciliados con los que comparte una gran 
cantidad de genes. Otra de las grandes aplicaciones de esta metodología 
es la búsqueda de disconformidades en los patrones de expresión génica 
entre poblaciones. De este modo se pueden encontrar discrepancias 
entre cepas de una misma especie, las cuales pueden presentar 
diferencias a nivel de virulencia o resistencia a distintas condiciones 
adversas, mediante el análisis comparativo de genes (Wolf, 2010; 
Westermann et al., 2012).  
Hasta el momento se han llevado a cabo una gran cantidad de 
ensayos de vacunación basados en el uso de antígenos de superficie de 
parásitos, obteniendo diferentes resultados en cuando al grado de 
protección. Algunos autores utilizaron para la inmunización antígenos 
de superficie purificados. En 2002, Wang y Dickerson, vacunaron 
ejemplares de pez gato (Ictalurus punctatus) con i-antígenos de 
superficie de Ichthyophthirius multifiliis purificados a partir de una 
cromatografía de inmunoafinidad con anticuerpos monoclonales. En 
este caso el porcentaje de protección fue del 72% con respecto al grupo 
control sin inmunizar. Sin embargo, y como se comentó anteriormente, 
en I. multifiliis, solo se ha visto protección frente al mismo serotipo 
(Wang et al., 2002; Xu et al., 2009). En 2012, Priya, obtuvo protección 
en peces frente a Cryptocaryon irritans utilizando una vacuna de ADN 
que codificaba para un i-antígeno. 
Son muchos los estudios encaminados a determinar si los i-
antígenos inducen protección. En 1997, He et al. utilizaron un 
recombinante del i-antígeno de 48 kDa para inmunizar carpa dorada 
(Carassius auratus) y obtuvieron un 40% más de protección frente a I. 
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multifiliis. Con el fin de mejorar la protección, en 2017, y tras el análisis 
proteómico de una cepa de este parásito, Jørgensen et al., inmunizaron 
trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) con una mezcla de tres proteínas 
recombinantes. Se obtuvo un suero que presentaba anticuerpos 
específicos frente a los tres recombinantes y la vacuna generó una 
protección parcial frente a I. multifiliis, por lo que los autores sugirieron 
el uso de vacunas que contengan i-antígenos purificados y proteínas 
recombinantes de manera conjunta para alcanzar mayores niveles de 
protección. En estudios llevados a cabo con parásitos de los géneros 
Plasmodium, Trypanosoma y Leishmania, también se ha puesto de 
manifiesto la inmunidad protectora de los antígenos de superficie 
recombinantes (Musoke et al., 1992; Mello et al., 2004). 
Recientemente, en 2019, Mo et al., diseñaron una vacuna a partir de una 
proteína recombinante que codificaba para un i-antígeno que generó 
protección en peces de la especie Oxymonacanthus longirostris frente 
a Cryptocaryon irritans. 
También se han llevado a cabo ensayos de vacunación que han 
utilizado como antígeno VSPs, obteniéndose buenos resultados. En 
2010, Rivero et al., analizaron la protección que generaban dos 
formulaciones vacunales que administraron por vía oral en jerbos. Por 
un lado, inmunizaron con una mezcla de VSPs nativas purificadas a 
partir de trofozoitos de Giardia y, por el otro, con trofozoitos que 
habían sido modificados genéticamente para que expresasen varias 
VSPs a la vez. En ambos casos la vacunación fue eficaz y generó altos 
niveles de protección frente a Giardia lamblia. Esto supone una 
evidencia experimental de que la variación antigénica es esencial para 
la supervivencia del parásito dentro de los hospedadores. 
En base a toda esta información, decidimos buscar antígenos en 
Philasterides dicentrarchi localizados en la superficie del ciliado y que 




6.3. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.3.1. Diferencias entre cepas (I1, C1 y B1) y ciliados (I1) 
procedentes de una infección (pase 0; p0) y ciliados que 
permanecieron dos años en cultivo (pase 45; p45)  
6.3.1.1. Estimación del grado de mortalidad entre cepas y 
aislados 
Cuatro grupos de 10 rodaballos fueron infectados de manera 
experimental con aislados de ciliados procedentes de otra infección 
(I1p0 o C1p0) o con aislados de larga duración en cultivo (I1p45 o 
B1p100). Para ello, los peces fueron inyectados intraperitonealmente 
con 0,1 mL de ciliados a una concentración de 106 ciliados/mL en PBS 
(Paramá et al., 2003). 
 
6.3.1.2. Análisis del perfil electroforético de proteínas de la 
cepa I1 y B1 mediante SDS-PAGE 
Los ciliados de la cepa I1 (p0), C1 (p0) y B1 (p100) se 
centrifugaron a 700 x g durante 5 minutos y se resuspendieron en PBS 
conteniendo un cóctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich). 
Posteriormente, los ciliados se lisaron por ultrasonidos en un sonicador 
Branson W-250 (Branson Ultrasonic Corporation, EE. UU.) (Iglesias et 
al., 2003a). Los ciliados lisados de cada aislado se diluyeron en tampón 
de carga (con DTT 0,6M) y se cargaron en los pocillos de un minigel 
de poliacrilamida lineal al 12,5%. La electroforesis se llevó a cabo 
como se describe en el apartado 4.3.6.4. 
6.3.1.3. Ensayos de aglutinación 
Los ciliados de la cepa I1 (p0), C1 (p0) y B1 (p100) se lavaron 3 
veces con medio L-15 incompleto y se dispusieron en microplacas de 
96 pocillos (Corning, EE.UU.) para llevar a cabo el ensayo de 
aglutinación como se describe en el apartado 5.3.2. 
6.3.2. Antígeno Fab2 
6.3.2.1. Purificación de proteínas antigénicas mediante 
cromatografía de afinidad 
Para este experimento, se obtuvieron los fragmentos Fab de IgM 
sérica de rodaballos previamente inmunizados con P. dicentrarchi, 
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según se describe en de Felipe (2018). Estos fragmentos Fab se 
acoplaron a una columna de sefarosa, la cual fue utilizada para separar 
las proteínas antigénicas de P. dicentrarchi, tras pasar un extracto de 
ciliados lisados. A este antígeno se le denominó antígeno Fab2. 
 
6.3.2.2. Caracterización de las proteínas antigénicas del ciliado  
6.3.2.2.1. Ensayo de aglutinación pre-incubando el suero 
inmune de rodaballo con antígeno Fab2 
Los ciliados de la cepa I1 (p0), se lavaron 3 veces con medio L-15 
incompleto y se dispusieron en microplacas de 96 pocillos (Corning, 
EE.UU.) (200 ciliados por pocillo en un volumen final de 50 µl de 
medio L-15 incompleto). Para el ensayo se utilizó un suero inmune de 
rodaballo (SIR) inactivado (como se describe en el anterior apartado) 
incubado con antígeno Fab2 (1 mg/mL) durante toda la noche a 4 °C en 
agitación. Se añadió SIR a diferentes diluciones, tratado con antígeno 
Fab2 o sin tratar, a los ciliados y se llevó a cabo un seguimiento de la 
aglutinación a los 15, 30 y 60 min al microscopio invertido. En todos 
los ensayos, se incluyó un control de ciliados en medio L-15 incompleto 
en ausencia de suero.  
6.3.2.2.2. SDS-PAGE y Western Blot con SIR 
Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.3.6.4., el antígeno 
Fab2 se cargó en los pocillos de un minigel de poliacrilamida al 12,5%, 
después de calentar las muestras durante 5 min en un baño de agua 
hirviendo. Tras la separación de las proteínas mediante electroforesis, 
uno de los carriles se tiñó con BlueSafe (NZYTech, Portugal) y el otro 
se transfirió a una membrana de PVDF para el Western Blot con suero 
de rodaballo. Para ello, tras el bloqueo y los correspondientes lavados, 
se incubó la muestra con suero inmune de rodaballo (apartado 5.3.1.) 
en TBS-T 0,2% a una dilución 1:100 y se incubó durante toda la noche 
a 4 ºC en agitación. Al día siguiente, se lavó 3 veces, 5 minutos cada 
una, con TBS-T 0,05% en agitación, y se incubó con suero monoclonal 
de ratón anti-rodaballo (UR3) (dilución 1:1000) durante 1 hora en 
agitación a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó y se añadió 




peroxidasa (Dakopatts, EEUU). Finalmente, las bandas se revelaron 
mediante DAB (Sigma-Aldrich).  
6.3.2.2.3. Espectrometría de masas 
Una muestra de antígeno Fab2 liofilizada fue enviada al servicio de 
proteómica de la Universidad Complutense de Madrid para su análisis 
mediante espectrometría de masas. Las proteínas que conforman el 
antígeno fueron separadas mediante electroforesis en un gel SDS-
PAGE. Posteriormente, una banda fue cortada y tratada con tripsina 
para obtener las proteínas del gel, las cuales fueron analizadas mediante 
nano-cromatografía líquida (nano Easy-nLC 1000, Thermo Scientific) 
acoplada a un espectrómetro de masas de alta resolución Q-Exactive 
HF (Thermo Scientific, Mississauga, ON, Canadá). Por último, se llevó 
a cabo la secuenciación e identificación de las proteínas. 
6.3.3. Estudio de la expresión diferencial entre ciliados de la 
cepa I1 de pase 0 o pase 45 mediante hibridación sustractiva por 
supresión (SSH)  
6.3.3.1. Extracción de ARN 
Para la obtención del ARN se utilizó el kit comercial NucleoSpin 
RNA® (Machery Nagel). Las muestras usadas fueron 106 ciliados I1p0 
y 106 ciliados I1p45. 
 
6.3.3.2. Evaluación de la calidad del ARN 
Debido a la sensibilidad de la técnica es necesario que el ARN esté 
en perfectas condiciones. Con este fin, se evaluó la calidad de la muestra 
mediante un gel de agarosa. Para ello, se incubó la muestra con 16 µL 
de tampón de carga (trazas de una solución saturada de azul de 
bromofenol; EDTA 500 mM pH 8.0; formaldehido al 37%; glicerol al 
5% y formamida al 7,5% en tampón TAE (Tris 40 mM, 
ácido acético 19 mM y EDTA 1 mM; pH 7.5)) a 70 oC durante 10 
minutos. La muestra se cargó en un gel de agarosa al 1% en tampón 
(200 mM MOPS, 50 mM de acetato de sodio, 10 mM EDTA y agua con 
DEPC; pH 7.0), con un 0,75% de formaldehido al 37% y Real Safe para 
poder ser revelado en un transiluminador, y se llevó a cabo la 
electroforesis a 50 V y 40 mA durante 50 minutos.  
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6.3.3.3. Extracción de ARNm 
Una vez comprobado que el ARN era de calidad, se procedió a 
obtener el ARNm con el kit comercial NucleoTrap mRNA® (Machery 
Nagel). El ARNm obtenido se concentró en un tubo Amicon®Ultra-
0,5mL Centrifugal Filters de 10K mediante centrifugación para tener la 
concentración necesaria para la hibridación sustractiva (2 µg de 
ARNm). 
 
6.3.3.4. Protocolo de hibridación sustractiva 
Se partió de dos poblaciones de ARNm (I1 pase nuevo e I1 pase 
viejo), utilizando como muestra problema (“tester”) la muestra 
procedente de I1 pase nuevo (p0) y como muestra conductora (“driver”) 
la muestra procedente de I1 pase viejo (p45). Los pasos a seguir para 
llevar a cabo el protocolo fueron los siguientes:  
 
En primer lugar, ambas muestras, se transcribieron de forma 
inversa en ADNc monocatenario. Para ello, se incubaron 3,8 µL de 
ARNm con 1,2 µL de los cebadores de síntesis de ADNc del kit 
comercial durante 2 minutos a 70 oC y, a continuación 2 minutos en 
hielo. Seguidamente, se añadieron 2 µL de tampón 5X First Strand, 1 




10mM (dNTPs, NZYTech) y 1 µL de SMARTscribe Reverse 
Transcriptase (100 unidades/µL), y se incubó durante 1 h y 30 minutos 
a 42 oC. A continuación, y para la síntesis del ADNc de la segunda 
cadena, se añadieron 48,4 µL de agua del kit, 16 µL de tampón 5X 
Second Strand, 1,6 µL de dNTPs (10 mM) y 4 µL del tampón 20X 
Second Strand Enzyme Coctail, y se incubó a 16 oC durante 2 horas. 
Después, se añadieron 2 µL de T4 DNA polymerase (3 unidades/µL), 
se mezcló y se incubó 30 minutos a 16 oC. Finalmente, y para extraer 
los ADNc, se añadieron 4 µL de tampón 20X EDTA Glicogen y 100 
µL de PCIA (Fenol-cloroformo-alcohol isoamílico), se centrifugó a 
14000 rpm 10 minutos a temperatura ambiente, se recogió la fase 
superior a un nuevo tubo y se añadieron 100 µL de cloroformo-alcohol 
isoamílico. Se centrifugó nuevamente, se recogió la fase superior y se 
añadieron 40 µL de NH4OAc (4 M) y 300 µL de etanol al 95%. Por 
último, se centrifugó a 14000 rpm 20 minutos a temperatura ambiente 
y se recogió el sobrenadante a un nuevo tubo, al cual se añadieron 500 
µL de etanol al 80%. Se centrifugó 10 minutos, se eliminó el 
sobrenadante y se dejó secar al aire 10 minutos. El precipitado se 
disolvió en 50 µL de agua. 6 µL de muestra fueron reservados en un 
tubo aparte analizar las muestras en un gel. 
El siguiente paso fue digerir las muestras para obtener fragmentos 
de ADNc de cadena doble más cortos y de extremos romos que son 
óptimos para la sustracción y requeridos para el ligamiento al 
adaptador. De ambas muestras, por separado, se pipetearon 43,5 µL y 
se mezclaron con 5 µL de tampón 10X de Rsa I y 1,5 µL de Rsa I 810 
unidades/µL), y se incubaron durante 1 h y 30 minutos a 37 oC. 
Transcurrido este tiempo, se apartó una alícuota de 5 µL para confirmar 
en un gel. Al resto de la muestra se le añaden 2,5 µL de tampón 20X 
EDTA-Glicogen y 50 µL de PCIA, y se centrifugaron a 12000 x g 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa se pasó a 
un nuevo tubo, se añadieron 50 µL de cloroformo-alcohol isoamílico y 
se centrifugó de nuevo. Finalmente, se añadieron 25 µL de NH4OAc 
(4M) y 187,5 de etanol al 95%, se centrifugó y se eliminó el 
sobrenadante. El precipitado se cubrió con 200 µL de etanol al 80%, se 
centrifugó 5 minutos y se eliminó el sobrenadante. El precipitado se 
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dejó secar de 5 a 10 minutos, se disolvió en 5,5 µL de agua t se almacenó 
a -20oC. Una alícuota se utilizó para comprobar la digestión en un gel 
de agarosa. 
De la muestra problema (“tester”) se diluyó 1 µL de ADNc digerido 
con Rsa I en 5 µL de agua. A continuación, se incubaron por un lado 2 
µL con 2 µL de adaptador 1 (10 µM) y 6 µL de la mezcla de ligamiento 
(6 µL de agua, 4 µL de tampón 5X de ligamiento y 2 µL de T4 ligasa 
(400 unidades/µL)) y, por otro lado, 2 µL con 2 µL de adaptador 2 (10 
µM) y 6 µL de la mezcla de ligamiento a 16 oC toda la noche. Al día 
siguiente, se añadió 1 µL de EDTA-glicogen a cada tubo y se calentaron 
a 72 oC 5 minutos. 
Una vez preparadas las muestras, y para llevar a cabo la hibridación 
sustractiva, se pasó 1 µL de la muestra conductora a 1mL de agua (D), 
1 µL de la muestra problema incubada con el adaptador 1 a 100 µL de 
agua (T1) y 1 µL de la muestra problema incubada con el adaptador 2 
a 100 µL de agua (T2). 
Primero se mezcló 1 µL de tampón 4X Hibridation con 1,5 µL de 
la muestra D y 1,5 µL de las muestras T1 y T2 por separado; se añadió 
una gota de aceite mineral, se centrifugó y se dejó 1 minuto y 30 
segundos a 98 oC y, a continuación, durante 8 horas a 68 oC para que 
tuviese lugar la hibridación. Después, se desnaturalizó la muestra D. 
Para ello, se cogió 1 µL y se mezcló con 1 µL de tampón 4X Hibridation 
y 2 µL de agua. De esta mezcla se cogió 1 µL y se pasó a un tubo de 
0,5 mL, se cubrió con una gota de aceite mineral y se incubó durante 1 
minuto y 30 segundos 98 oC.  
Posteriormente, y con una pipeta en 15 µL, se cogió suavemente, 
atravesando la interfaz creada por el aceite mineral, la muestra B2. Se 
sacó la pipeta del tubo y se dejó pasar un poco de aire. A continuación, 
se metió la pipeta en el tubo de la muestra C desnaturalizada y se pipeteó 
toda la muestra, teniendo así la muestra T2 y la muestra C separadas 
por una pequeña cámara de aire. Posteriormente, se transfirió al tubo de 




la muestra se diluyó en 200 µL de tampón de dilución, se incubó 7 
minutos a 68 oC y se conservó a -20 ᵒC.  
En este punto tendríamos el ADNc de doble cadena específico de 
los ciliados de pase nuevo con ambos adaptadores. Para amplificarlo, 
se llevaron a cabo 2 PCR con cebadores específicos para la secuencia 
de adaptadores.  
Para la primera PCR, se mezcló 1 µL de muestra con 0,5 µL de 
50X Advantage cDNA Polymerase Mix; 1 µL de PCR primer 1(10 
µM); 0,5 µL de la mezcla de dNTPs (10 mM); 2,5 µL del tampón 10X 
PCR reaction y 19,5 µL de agua destilada estéril.  A continuación, se 
añadieron 50 µL de aceite mineral y se metió el tubo en un 
termociclador. Primero se llevó a cabo una incubación de 5 minutos de 
75 oC para extender los adaptadores. Inmediatamente después comenzó 
la amplificación según el siguiente programa: etapa inicial a 94 oC 
durante 30 segundos; 35 ciclos de 10 segundos a 94 oC, 30 segundos a 
60 oC y 90 segundos a 72 oC. 8 µL del producto de PCR fueron 
reservados para ser analizado en un gel de agarosa al 2% en TAE. La 
muestra restante se conservó a -20oC. A continuación, se diluyeron 3 
µL del producto de la primera PCR en 27 µL de agua destilada estéril. 
Para la segunda PCR, se mezcló 1 uL del producto de la primera PCR 
diluido con 0,5 µL de 50X Advantage cDNA Polymerase Mix; 1 µL de 
Nested PCR primer 1(10 µM); 1 µL de Nested PCR primer 2 (10 µM); 
0,5 µL de la mezcla de dNTPs (10 mM); 2,5 µL del tampón 10X PCR 
reaction y 18,5 µL de agua destilada estéril. A continuación, se añadió 
una gota de aceite mineral y se metió el tubo en un termociclador con 
el siguiente programa: 12 ciclos de 10 segundos a 94 oC, 30 segundos a 
68 oC y 90 segundos a 72 oC; con una elongación final de 10 minutos a 
72 oC. 8 µL del producto de PCR fueron reservados para ser analizado 
en un gel de agarosa al 2% en TAE. La muestra restante se conservó a 
-20 oC. 
Para comprobar la eficacia de ligamiento los productos de la 
segunda PCR se amplificaron mediante una PCR adicional usando un 
conjunto de cebadores específico para el gen de la β-tubulina, lo que 
permite verificar que al menos un 25% del ADNc tiene los adaptadores 
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a ambos extremos. Para ello, se diluyó 1 µL de ADNc ligado en 200 µL 
de agua destilada estéril y se combinó con los siguientes compuestos en 
cuatro tubos diferentes de la siguiente manera: 
 
La mezcla para los cuatro tubos (22 µL por tubo) contenía 0,5 µL de 
50X Advantage cDNA Polymerase Mix; 0,5 µL de la mezcla de dNTPs 
(10 mM); 2,5 µL del tampón 10X PCR reaction y 18,5 µL de agua 
destilada estéril. 
Finalmente, se añadió una gota de aceite mineral y se metió el tubo 
en un termociclador. Primero se llevó a cabo una incubación de 5 
minutos de 75 oC para extender los adaptadores. Inmediatamente 
después, comenzó la amplificación según el siguiente programa: etapa 
inicial a 94 oC durante 30 segundos; 35 ciclos de 10 segundos a 94 oC, 
30 segundos a 60 oC y 90 segundos a 72 oC. 5 µL del producto de PCR 
fueron reservados para ser analizado en un gel de agarosa al 2% en 
TAE. 
Para el ligamiento en el vector de expresión y posterior clonado en 
bacterias se utilizó el kit comercial TOPO® TA Cloning ® (Invitrogen, 
Life Technologies), siguiendo las instrucciones. Se probaron diferentes 
cantidades del producto de PCR (0,5; 2 y 4 µL) mezclados con 1 µL 




de agua hasta 6 µL. Los tubos se incubaron durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y el ligamiento se conservó a -20 oC. 
Por último, se transformaron células One Shot® Mach1™-T1R 
competent Cells con el vector. Para ello, se añadieron por separado 2 
µL de cada ligamiento a las células descongeladas y se incubaron 30 
minutos en hielo. A continuación, se realizó un choque térmico de 30 
segundos a 42 oC y luego se añadieron 250 µL de medio SOC. Los tubos 
se incubaron 1 h en agitación a 37 oC y las células transformadas se 
sembraron en placas de LB y ampicilina suplementadas con 20 µL de 
X-Gal 50 µM y 40 µL de IPTG 0.1M y se incubaron toda la noche a 37 
oC. Al día siguiente se picaron las colonias (60) y se cultivaron toda la 
noche en LB con ampicilina. Al día siguiente, se extrajeron los 
plásmidos con el kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 
Fisher Scientific) y se enviaron a secuenciar. 
 
6.3.4. Análisis del genoma y RNA-Seq 
A partir de los resultados de los análisis del genoma (apartado 
4.3.3.) y de los datos del RNA-seq de las cepas I1 y B1 obtenidos por 
De Felipe en 2018, se obtuvo información sobre las secuencias de 
distintos genes de las VSPs y de las leishmanolisinas a partir de la 
selección de aquellas secuencias que codifican proteínas con una 
relación potencial con estas familias de proteínas en ciliados utilizando 
la herramienta bioinformática BLASTx. 
Además, también se trabajó con los datos obtenidos a partir de otro 
ensayo de RNA-seq en el que se analizaron ciliados procedentes de una 
infección a distintos tiempo (1h, 2h y 4 h dentro de la cavidad peritoneal 
del pez). En este caso, después de la anotación, se seleccionaron 
aquellas secuencias que codifican proteínas con una relación potencial 
con leishmanolisinas de ciliados. 
6.3.5. Producción de la proteína recombinante r-VSP2 
La secuencia completa de aminoácidos correspondiente a la 
VSP2.0, obtenida a partir del análisis mediante RNA-seq, fue 
confirmada mediante amplificación por PCR con cebadores específicos 
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y, posteriormente, utilizada para producir un recombinante en levaduras 
mediante el kit comercial K. Lactis Protein Expression kit (New 
England Biolabs, UK), como se describe en el apartado 4.3.5. Los 
cebadores utilizados para la síntesis de esta proteína recombinante 
fueron: FVSP2KL 5'- 




6.3.6. Caracterización de las VSPs 
6.3.6.1. Análisis de la expresión de genes mediante RT-qPCR 
Para el análisis de la expresión de genes de las VSPs se llevó a cabo 
una qPCR (apartado 4.3.7.2.) a partir del ADNc de trofozoítos de I1p0 
y I1p45 utilizando como cebadores FVSP2: 5'- 
AAATCGCCTTATTAGCTCTCTTCTTAG-3' / RVSP2: 5 ' 
AAAGCTAAAGCGAAAACAGCTA-3'.  
6.3.6.2. Ensayos inmunológicos 
6.3.6.2.1. Obtención del suero de ratón anti r-VSP2 
Se siguió el protocolo descrito en el apartado 4.3.6.1., utilizando 
como antígeno la proteína recombinante r-VSP2.  
 
6.3.6.2.2. Electroforesis bidimensional (2-DE) y Western 
Blot 
Por un lado, se confirmó que el suero de ratón anti-VSP2 marcaba 
una proteína de peso molecular correspondiente a la proteína 
recombinante sintetizada. Para ello se llevó a cabo un Western Blot 
donde se incubó la proteína recombinante r-VSP2 con el suero anti-r-
VSP2 diluido en TBS-T 0,2% a una concentración 1:200 (apartado 
4.3.6.4.) 
Por otro lado, se utilizó el suero (a la misma concentración) para 
localizar proteínas asociadas con la familia de la VSP en ciliados 
pasados recientemente por pez (I1p0) y ciliados de largo tiempo en 





6.3.6.2.3. Ensayo de inmunofluorescencia 
Para la inmunolocalización de la VSP2.0 se realizó un ensayo de 
inmunofluorescencia como se ha descrito previamente en el apartado 
4.3.6.3., utilizando el suero de ratón anti-r-VSP2 a una dilución 1:100 
en PBS sobre trofozoítos de la cepa I1 de P. dicentrarchi.  
 
6.3.7. Análisis de la expresión de la familia de proteínas VSP en 
diferentes cepas y condiciones de cultivo  
6.3.7.1. Mediante ensayo de inmunoabsorción ligado a 
enzimas (ELISA) 
Para analizar la expresión de las proteínas de la familia de las VSPs, 
se utilizaron ciliados recién pasados por el pez (pase 0, p0) y ciliados a 
distintos pases en cultivo (pase 5, p5; pase 10, p10; pase 15, p15 y pase 
45, p45) de la cepa I1. Además, se incubaron ciliados Ip45 con suero 
inmune de rodaballo (SIR). El ELISA se llevó a cabo como se describe 
en el apartado 4.3.7.1.1., utilizando el suero de ratón anti-r-VSP2 a una 
dilución 1:200 en TBS-T 0,2%. 
6.3.7.2. Amplificación de ADNc y posterior secuenciación 
La síntesis de ADNc a partir de los ciliados procedentes de las 
distintas condiciones de cultivo (I1 p0, I1p5, I1p10, I1p45, I1p45+SIR, 
C1p45, C1p45+SIR B1p100 y B1p100+SIR,) se llevó a cabo como se 
ha descrito anteriormente. En este caso la amplificación se llevó a cabo 
mediante PCR empleando el par de cebadores FVSP2/RVSP2.  
Las mezclas de PCR (25 μL) contenían tampón de reacción de PCR 
(10 mM Tris-HCl; 50 mM KCl; 1,5 mM de MgCl2 pH 9.0); 0,2 mM de 
cada desoxinucleósido trifosfato (dNTPs, NZYTech); 0,4 μM de cada 
cebador, 3 unidades de Taq polimerasa (ADN Taq polimerasa NZY, 
NZYTech, Portugal); el volumen correspondiente a 50 ng de ADN y el 
volúmen restante de agua bidestilada estéril conteniendo 
dietilpierocarbonato (DEPC). Las reacciones se sometieron a una serie 
de ciclos de temperaturas en un termociclador automático (Biometra, 
Alemania): desnaturalización inicial a 94 oC durante 5 min seguidos de 
35 ciclos a 94oC durante 30 s, 57 oC durante 45 s, y 72 oC durante 1 
minuto; y una fase final de extensión de 7 min a 72 oC. El tamaño de 
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los productos de PCR fue comprobado por electroforesis en gel de 
agarosa al 4 % en TAE. 
El producto de PCR fue ligado en el vector pSpark® II (Canvax 
Biotech) y clonado en células 5-alpha competentes (NZY5-alpha 
Competent Cells, NZYtech). Las bacterias transformadas se sembraron 
en placas de LB agar con ampicilina (suplementadas con 20 µL de X-
Gal 50 µM y 40 µL de IPTG 0.1M). Posteriormente, se picaron 10 
colonias y se llevó a cabo una PCR, para confirmar que contenían el 
inserto, utilizando los cebadores del vector. Una vez crecidas y 
extraídos los 10 plásmidos con el kit comercial GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific), estos se enviaron a secuenciar. 
6.3.8. Análisis bioinformático 
Tanto para el análisis bioinformático como para la realización de 
los alinamientos y estudios filogenéticos se utilizaron las herramientas 
descritas en los apartados 4.3.4. y 5.3.4.; además del programa 
CLUSTALW. 
6.4. RESULTADOS 
6.4.1. Comparativa de los resultados de mortalidad tras la 
infección con aislados I1p0, I1p45, C1p0 y B1p100 de P. 
dicentrarchi 
En la siguiente gráfica (Figura 1) se representa el porcentaje de 
mortalidad de rodaballos infectados con ciliados procedentes de las 
cepas I1 (p0 y p45), C1 (p0) y B1 (p100). Como se puede observar, el 
100% de mortalidad solo se alcanza al día 10 tras realizar la infección 
con ciliados procedentes de otra infección (tanto para la cepa I1 como 
C1). Este porcentaje disminuye considerablemente cuando la infección 
se realiza con ciliados procedentes de un cultivo de larga duración 







Fig. 1: Mortalidad expresada como porcentaje, obtenida tras la inoculación de 
rodaballos con 5x105 ciliados de un aislado de pase 0 (línea continua negra) o de pase 
45 (línea continua gris) de la cepa I1 de P. dicentrarchi, o con ciliados de la cepa C1 
(línea discontinua) o B1 (línea punteada) de P. dicentrarchi.  
6.4.2. Análisis del patrón de bandas entre ciliados de la cepa I1, 
C1 y B1 de P. dicentrarchi 
A partir del gel SDS-PAGE se pueden apreciar las diferencias en 
el patrón de bandas entre las cepas I1p0, C1p0 y B1p100. Como se 
puede observar en la figura 2, I1 y C1 comparten varias bandas; sin 
embargo, B1 presenta un patrón diferente.  
 
Fig. 2: SDS-PAGE: 1) Ciliados lisados de la cepa I1 (p0), 2) C1 (p0) y 3) B1 (p100). 
Marcador de peso molecular en kDa (M).  
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6.4.3. Porcentaje de aglutinación del SIR frente a las distintas 
cepas. 
El SIR, generado a partir de la inmunización con la cepa I1, indujo 
una aglutinación del 100% de los ciliados, tanto de la cepa I1 como de 
la cepa C1, a las dos horas a una dilución 1:200. El suero fue capaz de 
aglutinar a los ciliados de ambas cepas hasta una dilución 1:600, siendo 
no significativas las diferencias entre ambas a ninguna dilución ni 
tiempo. El SIR no generó la aglutinación de los ciliados de la cepa B1 
de P. dicentrarchi a ninguna concentración ni tiempo (Tabla 1). 
 
Tabla 1: Porcentaje de aglutinación a distintos tiempos y distintas 
concentraciones de SIR para las cepas I1p0 y C1p0. El SIR no aglutinó a los ciliados 
de la cepa B1p100. Los valores se expresan como la media de cinco recuentos en 
distintos campos en el microscopio óptico invertido. No existen diferencias 
significativas entre las cepas I1 y C1 en cuanto al grado de aglutinación por parte del 
suero.  
6.4.4. Inhibición de la aglutinación generada por el suero 
inmune de rodaballo al pre-incubarlo con antígeno Fab2 
Al incubar los ciliados (I1) con SIR a una dilución 1:100, se 
observó un 100% de aglutinación de los ciliados a los 30 minutos. Sin 
embargo, cuando el SIR es incubado previamente con antígeno Fab2, 
para obtener ese porcentaje de aglutinación en ese tiempo es necesario 
utilizar el suero 8 veces más concentrado (dilución 1:12,5) (Figura 3). 
6.4.5. Caracterización del antígeno Fab2 
Para la caracterización del antígeno FAb2 se llevó a cabo un 
Western Blot utilizando suero de rodaballo inmunizado con I1 frente al 
antígeno Fab2. Los anticuerpos reconocieron una banda a 38 kDa 
(Figura 4A). Para conocer la secuencia de las proteínas que conforman 
esa banda, antigénica para el rodaballo, se llevó a cabo un análisis de 
espectrometría de masas a partir de un gel SDS-PAGE utilizando como 




que tenían homología con proteínas de ciliados. Una de ellas pertenece 
a la familia de las VSP. Posteriormente, con los datos del RNA-seq, se 
identificó esta proteína como VSP3.0. 
 
Fig. 3: Porcentaje de aglutinación del suero inmune de rodaballo (línea continua) 
y el suero inmune de rodaballo incubado con antígeno Fab2 (línea discontinua). Los 
resultados representados indican el valor de las medias ± la desviación estándar. Los 
asteriscos indican el nivel de significación (*P<0,001). 
 
Fig. 4: A) Western Blot de las proteínas reconocidas por el suero inmune de 
rodaballo frente al antígeno Fab2. B) SDS-PAGE a partir del antígeno Fab2 llevado a 
cabo por el servicio de proteómica de la Universidad Complutense de Madrid para el 
posterior análisis de la banda mediante espectrometría de masas. En ambos casos, 
las flechas marcan la banda de 38 kDa. Marcador de peso molecular (M) en kDa.  
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6.4.6. Obtención de la secuencia parcial de la VSP1 a partir de 
los resultados de secuenciación de la hibridación sustractiva 
A partir de la secuenciación de los plásmidos de la hibridación 
sustractiva se observó una expresión diferencial para distintos genes. 
Uno de ellos, se identificó como el gen que codifica para la proteína 
VSP1.0. Esta secuenciación dio como resultado una secuencia parcial a 
partir de la cual se obtuvo la secuencia completa mediante las 
anotaciones del RNA-seq.  
6.4.7. Estudio de la modulación de genes entre cepas mediante 
RNA-seq 
A partir de los resultados de expresión obtenidos mediante el 
análisis comparativo de RNA-seq entre las cepas I1, B1 y C1 de P. 
dicentrarchi, se analizaron los valores en Log2 en términos de fold-
change, los cuales determinan el grado de expresión diferencial de 
genes de una muestra con respecto a la otra, tomando como 
significativos los valores absolutos ≥ 2.  
Al llevar a cabo el tratamiento de datos comparando la expresión 
de genes entre las cepas I1 y B1, se observó que existe un grupo de 
genes que se modula en las dos muestras. Uno de los genes que se 
sobreexpresa con un valor de 3,34418 en B1 con respecto a I1 fue 
identificado como el gen que codifica para la proteína VSP2.0.  
6.4.8. Análisis de las secuencias completas para las VSPs 
A partir de los resultados de espectometría de masas, la hibridación 
sustractiva por supresión y el RNA-seq pudimos obtener las secuencias 
completas para tres genes que se expresan de manera diferencial bajo 
distintas condiciones o en distintas cepas y que codifican para tres 
proteínas variables de superficie. En la tabla 2 se recogen las 
características moleculares y bioquímicas obtenidas a partir del análisis 
bioinformático de 3 proteínas correspondientes a la VSP1.0, VSP2.0 y 
VSP3.0 de P. dicentrarchi. Las secuencias completas de aminoácidos 
presentan pesos moleculares cercanos a 28 kDa, con puntos 
isoeléctricos teóricos que van desde 5.17 a 7.17. En el caso de la 
proteína VSP1.0 se puede observar que presenta 19 sitios de unión a 




un alto porcentaje de cisteínas. Todas presentan péptido señal y una 
región de transmembrana (Tabla 2). 
 
 
Tabla 2: Propiedades moleculares y bioquímicas de las proteínas VSPs 
de P. dicentrarchi obtenidos a partir del análisis bioinformático. 
6.4.9. Caracterización de la proteína recombinante VSP2 
El anticuerpo anti-r-VSP2 reconoció la proteína recombinante 
VSP2 (Figura 5A). 
 
.  
Fig. 5: A) Western Blot de la proteína recombinante r-VSP2 reconocida por el 
anticuerpo anti-r-VSP2. M: marcador de peso molecular (kDa). B) Microfotografías 
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realizadas al microscopio confocal a partir del ensayo de inmunofluorescencia. 
Tamaño de la barra: 10 µm. 
Se confirma así, mediante este Western Blot (Figura 5A), la 
proteína recombinante tiene un peso molecular de 27,8 kD. Además, el 
anticuerpo anti-r-VSP2 marcó la parte externa del ciliado, como se 
observa en las microfotografías realizadas al microscopio confocal tras 
el ensayo de inmunofluorescencia (Figura 5B), lo que también confirma 
que se trata de una proteína asociada a la membrana del ciliado. 
6.4.10. Caracterización de proteínas de la familia de la VSP  
El análisis de la expresión génica de las VSPs en ciliados 
procedentes de una infección (I1p0) y ciliados de largo periodo en 
cultivo (I1p45) mostró diferencias significativas entre ambas muestras 
(Figura 6).  
El suero generado frente a la proteína recombinante VSP2 nos 
permitió localizar proteínas de la familia de la VSP dentro de un 
extracto total de ciliados lisados. Como se aprecia en los geles de 2-DE, 
el anticuerpo marcó proteínas tanto en la muestra de ciliados I1p0 como 
I1p45 (Figura 7). 
 
Fig. 6: A) Expresión relativa de genes que pueden codificar para las VSPs frente 
al gen de referencia EF1α en ciliados pasados recientemente por pez (barra blanca) 
y ciliados que llevaban mucho tiempo en cultivo (barra gris). Las barras representan 
la media de los triplicados ± la desviación estándar. El asterisco denota diferencias 





Fig. 7: Western Blot, a partir de un gel de 2-DE de ciliados lisados I1p0 
(izquierda) y ciliados lisados I1p45 (derecha), con suero de ratón anti-r-VSP2. Con 
círculos se han señalado aquellas proteínas que presentan un mayor marcaje en cada 
muestra. Marcador de peso molecular en kDa. 
Para realizar una estimación de la expresión de VSPs en ciliados de 
distintos pases y de p45 incubado con suero inmune de rodaballo, se 
llevó a cabo un ELISA, en el que se aprecia un aumento en la expresión 
de las proteínas de la familia de las VSPs a medida que los ciliados 
pasan más tiempo en cultivo. Sin embargo, cuando los ciliados de p45 
son incubados con suero inmune de rodaballo la expresión cambia, 
alcanzando valores similares obtenidos en los ciliados de pase 5 (Figura 
8). 
 
Fig. 8: ELISA para analizar la expresión de la proteína VSP2 en ciliados 
procedentes de una infección (p0), de distintos tiempos en cultivo (p5, p10, p15 y 
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p45) y ciliados de pase 45 incubados con suero inmune de rodaballo (SIR). Los valores 
se muestran como la media  la desviación estándar para tres replicas. Los asteriscos 
representan el grado de significación entre muestras: ***P<0.05; **P<0.01. 
 
6.4.11. Análisis comparativo de VSPs 
A partir de las secuencias de nucleótidos, obtenidas de la 
secuenciación de 10 plásmidos de cada muestra, se obtuvieron las 
secuencias de aminoácidos utilizando la herramienta informática 
ExPASy. A partir de este análisis se obtuvieron a mayores las 
secuencias parciales para la VSP3.1, VSP3.2 y VSP5.0. La tabla 3 
recoge el porcentaje de cada VSP en cada una de las muestras 
analizadas y la figura 9 el índice de variación para las VSPs en ciliados 
de la cepa I1 a distintos pases.  Los resultados muestran que cuando los 
ciliados proceden de una infección (I1p0) estos expresan distintas VSPs 
que los mantenidos tiempo en cultivo. A medida que aumenta el tiempo 
en cultivo, y por lo tanto los pases, se observa que los ciliados expresan 
en el pase 10 y pase 15 solo isoformas VSP3 y en el pase 45 únicamente 
VSP4.0. Sin embargo, cuando los ciliados de pase 45 se incuban con 
SIR estos vuelven expresar solamente VSP3.0. Para la cepa C1, a la 
cual es capaz de aglutinar también el SIR, ocurre lo mismo ya que al 
incubar ciliados de pase 45 con el suero estos pasan de expresar VSP4.0 
a expresar VSP3.0. La cepa B1, la cual resultó no virulenta y cuyos 
ciliados no son aglutinados por el SIR, expresó siempre VSP4.0. 
 
Tabla 3: Porcentaje de expresión de cada VSP en cada condición de cultivo de 
diferentes aislados o cepas. El porcentaje se calculó a partir de los datos de 





Fig. 9: Gráfica en la que se representa el índice de variación para las VSPs en 
distintos aislados procedentes de una infección (p0) o a distintos pases de la cepa I1 
de P. dicentrarchi. Los asteriscos indican el nivel de significación entre las muestras 
(***P<0,05; *P<0,001). 
 
El alineamiento de las secuencias se llevó a cabo con el programa 
CLUSTAL OMEGA (v.1.2.4) (Figura 10A). También se calculó el 
porcentaje de identidad entre secuencias con la herramienta Clustal 2.1 
(Figura 10B) y se realizó el estudio filogenético entre las secuencias de 
las VSPs de P. dicentrarchi y las de otras especies de los géneros 

































































Fig. 10: A) Alineamiento de secuencias de aminoácidos que codifican para las 
distintas VSPs mediante el programa CLUSTAL OMEGA (v.1.2.4). B) Matriz de 
identidad porcentual creada con la herramienta Clustal 2.1. C) Análisis filogenético 
molecular con el programa CLUSTALW, utilizando el método UPGMA. El árbol, a 
escala, presenta longitudes de rama medidas en el número de sustituciones por sitio. 
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Secuencias parciales de estas 7 proteínas fueron ensambladas para 
generar un péptido quimérico, como se describe más adelante en el 
apartado 8.3.2.  
6.4.12. Análisis de las secuencias completas para las 
leishmanolisinas 
A partir del análisis del genoma y del trascriptoma se encontraron 
las secuencias completas de ADN y de ARN para distintos genes que 
codifican para proteínas de la familia de las leishmanolisinas de la cepa 
I1 de P. dicentrarchi. Gracias al estudio bioinformático se analizaron 
distintos parámetros físico-químicos de los genes y de las proteínas que 
codifican (Tabla 4) y se realizaron modelos predictivos de la 
disposición de las proteínas dentro de la célula, así como su posible 
estructura (Figura 11). 
 
Tabla 4: Parámetros físico-químicos obtenidos del análisis bioinformático 
realizado a partir de las secuencias de genes que codifican para diferentes 














































































































































































































































































































































































6 de las proteínas que codificaban para algunos de esos genes 
presentaron una expresión diferencial en ciliados expuestos a una 
infección a distintos tiempos (1h, 2h y 4h dentro de la cavidad 
peritoneal del rodaballo). Como se observa en la tabla 5, transcurrida 1 
hora tras la infección, el LSF13 es el único gen que se infraexpresa con 
respeto al control (ciliados procedentes de un cultivo). Este mismo gen 
se sobreexpresa a las 2 horas y se vuelve a infraexpresar a las 4 horas 
de infección. Otros genes que se expresan menos durante la infección 
que el control son LSF15 y LSF16; sin embargo, esto solo ocurre a las 
2 horas de la infección. Los genes LSF12, LSF17 y LSF18 se 
sobreexpresan con respeto al control durante toda la infección, pero esta 
expresión varia durante el tiempo que los ciliados permanecen dentro 
de la cavidad peritoneal del rodaballo. 
 
Tabla 5: Expresión relativa para distintos genes que codifican para proteínas de 
la familia de las leishmanolisinas obtenidos de un análisis de RNA-seq utilizando como 
muestras ciliados de la cepa I1 de P. dicentrarchi inyectados dentro de la cavidad 
peritoneal de rodaballos y aislados a distintos tiempos. Los resultados se expresan 
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como valores de expresión (Log fold change) de las distintas muestras en 
comparación como ciliados control (ciliados procedentes de un cultivo). 
Secuencias parciales de las 6 leishmanolisinas recogidas en la tabla 
5 fueron ensambladas para generar un péptido quimérico, como se 
describe más adelante en el apartado 8.3.2.  
6.5. DISCUSIÓN 
La búsqueda de antígenos que produzcan una respuesta inmunitaria 
en el rodaballo y que generen protección es imprescindible a la hora de 
combatir las epizootias en las plantas de cultivo. Sin embargo, conocer 
estas proteínas llegando a localizarlas y caracterizarlas no resulta un 
trabajo sencillo, sobre todo si se tiene en cuenta que los patógenos 
experimentan modificaciones antigénicas que resultan de la 
modulación en la expresión de genes (Deitsch et al., 2009). Estas 
diferencias antigénicas se han observado entre distintas cepas, donde se 
ha visto que la protección depende del serotipo; es decir, no existe 
protección cruzada entre cepas (Dickerson y Findly; 2014). La 
variación antigénica también se ha descrito como un mecanismo de 
protección ya que algunos organismos son capaces de modificar los 
antígenos para evadir la respuesta del sistema inmunitario del 
hospedador (Deitsch et al., 2009). Sin embargo, en ciliados de vida 
libre, resulta más difícil entender cómo se cursa la variación antigénica. 
Si bien ciertos autores han descrito antígenos protectores que 
permitirían a estos protozoos pasar desapercibidos frente al 
reconocimiento de los depredadores, gracias a cambios en distintas 
proteínas, es probable que los ciliados sean capaces de variar sus 
antígenos de superficie con el fin de adaptarse a distintas condiciones, 
llegando a ser capaces de evadir la respuesta del sistema inmunitario 
del hospedador (Simon y Schmidt, 2007). En ensayos llevados a cabo 
con individuos de la especie Philasterides dicentrarchi, hemos visto 
que existen diferencias en el grado de virulencia tanto entre diferentes 
cepas, como entre ciliados procedentes de una infección o de largo 
tiempo en cultivo. Al infectar rodaballos con ciliados procedentes de 
una infección se alcanza una mortalidad del 100% a los 10 días tras la 




ciliados con los que se realiza la infección provienen de un cultivo de 
larga duración (pase 45), la mortalidad solo alcanza el 20%.  
La variación antigénica se ha analizado a menudo mediante 
técnicas serológicas. En el caso de bacterias de la especie Mycoplasma, 
Yogev en 1994 detectó una proteína antigénica de membrana mediante 
el uso de anticuerpos séricos de pollos infectados con M. gallisepticum. 
En 1995, Rosengarten encontró esa misma proteína en otras dos 
especies de Mycoplasma patógenas de vacas; M. imitans y M. iowae. Y 
en 2008, Hamsten reconoció hasta 5 tipos distintos de proteínas 
variables de superficie de Mycoplasma que demostraron ser antigénicas 
para vacas mediante Western Blot. Estos resultados han permitido 
llegar a la conclusión de que bacterias de la especie Mycoplasma 
pueden expresar proteínas de superficie que experimentan cambios 
reversibles para modificar el conjunto de proteínas antigénicas a nivel 
celular y poblacional, como una adaptación para evadir la respuesta 
inmunitaria del huésped (Citti y Rosengarten, 1997; Razin et al., 1998). 
A la vista de estos resultados de mortalidad, analizamos el patrón de 
bandas en geles SDS-PAGE de ciliados de I1, C1 y B1. Al comparar 
las tres muestras vimos que los patrones de I1 y C1 compartían muchas 
bandas; sin embargo, B1 presenta distintas proteínas. Algunos autores 
sugieren que es necesaria la expresión de ciertas proteínas para que los 
ciliados se adapten al hospedador y que los ciliados pueden cambiar no 
solo antígenos de inmovilización superficiales, sino que también 
pueden modificar los principales epítopos de antígenos de superficie y 
disminuir la capacidad de matar del complemento mediado por 
anticuerpos (Lee y Kim., 2008; Lee et al., 2015). 
Los antígenos de inmovilización o i-antígenos son proteínas de 
superficie que están ampliamente descritos en el protozoo 
Ichthyophthirius multifiliis. Se designan antígenos de inmovilización 
porque los anticuerpos generados frente a estos antígenos son capaces 
de inmovilizar a los ciliados en ensayos in vitro. Estos antígenos han 
sido purificados tradicionalmente mediante cromatografía de afinidad 
acoplando a la matriz de la columna un anticuerpo monoclonal 
generado frente al parásito; obteniéndose así todas aquellas proteínas 
del patógeno que resultan antigénicas (Wang y Dickerson, 2002). Wang 
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et al., vieron en 2002 que los i-antígenos de dos cepas diferentes de I. 
multifiliis, las cuales presentaban diverso grado de virulencia, eran 
distintos. Esta conclusión la obtuvieron al ver que, al llevar a cabo 
ensayos de protección cruzada con ambas cepas, la protección era 
dependiente del serotipo. Esto implica que si se quiere obtener 
protección frente a una determinada cepa se debe de vacunar con esa 
cepa, pero si lo que se quiere es diseñar una vacuna universal que 
permita generar una protección frente a varias cepas es importante 
caracterizar que antígenos se expresan de forma diferencial entre las 
mismas; así como bajo distintas condiciones, y formular una vacuna 
que contenga estos antígenos. En nuestro caso, la purificación del 
antígeno Fab2 nos ha permitido aislar aquellas proteínas del ciliado que 
resultan antigénicas para el rodaballo. 
En parásitos, como Paramecium, la variación antigénica 
generalmente se ha analizado a través de ensayos de inmovilización, 
donde la aglutinación es inducida por la interacción de anticuerpos con 
antígenos de superficie (Hansma, 1975; Barnett y Steers, 1984). Este 
tipo de ensayos también se han llevado a cabo en P. dicentrarchi y se 
ha observado que los ciliados procedentes de una infección del pez 
plano Paralichthys olivaceus sí que aglutinaban al incubarlos con el 
suero inmune del pez; sin embargo, los ciliados procedentes de cultivo 
no generaban aglutinación sugiriendo que los P. dicentrarchi infectados 
en Paralichthys olivaceus expresan algún antígeno de inmovilización 
de superficie diferente al expresado en las condiciones de cultivo. En 
nuestro caso, el suero de rodaballo inmune generado frente a la cepa I1 
no aglutinó a los ciliados de la cepa B1 de P. dicentrarchi pero si 
aglutinó a una dilución 1:200 al 100% de los ciliados de las cepas I1 y 
C1 en 2 horas. Sin embargo, al incubar el SIR con antígeno Fab2 y 
llevar a cabo el ensayo de aglutinación, esta fue inhibida por el 
antígeno, el cual es capaz de bloquear los anticuerpos, por lo que este 
antígeno está formado por proteínas que están presentes tanto en I1 
como en C1 y que resultan antigénicas para el pez. Algunos autores han 
hallado una relación entre el grado de virulencia y la variación 




Con la intención de identificar las proteínas que conforman el 
antígeno Fab2, se llevó a cabo un Western Blot y se seleccionó la banda 
del antígeno Fab2 correspondiente a 38 kDa, la cual fue reconocida por 
el SIR. Con el análisis proteómico de esta banda se obtuvieron un total 
de 12 proteínas, una de las cuales era una proteína variable de superficie 
(VSP3.0).  
Muchos autores han recurrido al análisis de la expresión diferencial 
de genes entre muestras para la búsqueda de antígenos (Lee et al., 2011: 
Mo et al., 2016). En nuestro caso, gracias a los resultados del análisis 
de hibridación sustractiva por supresión (entre aislados de distintos 
pases de la cepa I1) y RNA-seq (entre ciliados de la cepa I1 y B1) 
obtuvimos dos secuencias de proteínas de la familia de las VSPs 
(VSP1.0 y VSP2.0, respectivamente) las cuales se expresaban de 
manera diferencial entre muestras.  
Viendo que había diferencias en la expresión en proteínas de la 
familia de las VSPs en aislados que presentaban diferente grado de 
virulencia y que estás estaban presentes en una fracción antigénica del 
ciliado, intentamos llevar a cabo una mejor caracterización de estas 
proteínas en las cepas I1, C1 y B1 de P. dicentrarchi. Para ello, y 
partiendo de la secuencia completa de la VSP2.0, se siguieron distintas 
estrategias. Por un lado, se sintetizó una proteína recombinante, r-
VSP2, a partir de la cual se obtuvo un anticuerpo, anti-r-VSP2. Esto nos 
permitió inmunolocalizar la proteína en la parte externa del ciliado 
(mediante el ensayo de inmunofluorescencia) y ver como se modula la 
expresión de las distintas proteínas VSPs en función de las condiciones 
de cultivo (mediante ELISA y Western Blot sobre geles 2-DE). Por otro 
lado, se sintetizaron unos cebadores que permitieron amplificar y, 
posteriormente, secuenciar distintas VSPs presentes en diferentes 
condiciones de cultivo (pases). Como todas las proteínas de la familia 
tienen zonas comunes es probable que, aunque los ratones se hayan 
inmunizado con la proteína recombinante r-VSP2, el suero anti-r-VSP2 
marque también otras VSPs. Por ello, como se aprecia en los Western 
Blots correspondiente a las electroforesis 2-DE, el anticuerpo marca 
distintas poblaciones de proteínas con distinta intensidad. En cuanto a 
valores cuantitativos, el ELISA revela que existen diferencias 
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significativas en la expresión de las VSPs entre ciliados de pase 0 y 
ciliados de distintos pases, reduciéndose dichas diferencias cuando los 
ciliados de largo tiempo en cultivo (p45) se incuban con suero inmune 
de rodaballo. 
A partir de la secuenciación se obtuvieron un total de 5 VSPs, los 
cuales aparecieron en distinta proporción en función del pase o el 
aislado. Al provenir de una infección, los ciliados presentan una mayor 
variedad en la expresión de proteínas de la familia VSP, cuando se 
pasan a cultivo expresan mayormente uno (VSP3.0) y cuando están 
adaptados a las condiciones de cultivo expresan otro (VSP4.0); sin 
embargo, esta expresión cambia cuando estos ciliados de largo tiempo 
en cultivo se incuban con suero inmune de rodaballo para las cepas I1 
y C1. Para la cepa B1 no se observaron cambios ya que los ciliados solo 
expresan VSP4.0, tanto si han estado en contacto como si no con el SIR. 
En 2002, Nash ya describió variaciones en la expresión de las VSPs en 
función de las condiciones de cultivo en Giardia lamblia.  Esto se puede 
deber a que, al entrar en contacto con componentes del pez, los ciliados 
cambian la expresión de distintos antígenos protectores (con respecto a 
las condiciones de cultivo) como mecanismo de evasión a las defensas 
inmunitarias del hospedador (Piazzon et al., 2008; Budiño et al., 2011).  
De las 7 proteínas distintas de la familia VSP localizadas en P. 
dicentrarchi, 3 secuencias están completas (VSP1.0, VSP2.0 y 
VSP3.0). Estas presentan pesos moleculares cercanos a 28 kDa, con 
puntos isoeléctricos teóricos que van desde 5.17 a 7.17. Una 
característica bioquímica importante es el porcentaje de cisteínas. Las 
3 secuencias presentan alrededor de un 10% de cisteínas lo que significa 
que es el tercer aminoácido que más se repite en la secuencia proteica. 
Esta periodicidad de los residuos de cisteína es una característica de las 
proteínas antigénicas de superficie (Xu et al., 2009). Estas repeticiones 
aparecen en antígenos de superficie de otros protozoos como 
Tetrahymena spp. (Doerder y Gerber, 2000) por lo que dicha estructura 
periódica parece estar conservada en los antígenos de superficie de los 
organismos protistas en general (Simon y Schmidt, 2007), además de 
estar también relacionada con las proteínas variables de superficie 




otro lado, se trata de proteínas muy glicosiladas, además de contener 
péptido señal y regiones de transmembrana; características que 
comparten con VSPs descritas en otras especies (Prucca y Lujan, 2009). 
Además, el análisis filogenético permitió establecer una relación entre 
las secuencias de VSPs de Philasterides dicentrarchi con las 
identificadas en individuos del género Giardia y Plasmodium, donde 
han sido descritas como antígenos que han generado altos niveles de 
protección en ensayos de vacunación (Mello et al., 2004; Rivero et al., 
2010).   
Por todo ello, es lógico pensar que a la hora de inmunizar debemos 
de utilizar antígenos que generen respuesta frente a todas estas proteínas 
que el ciliado es capaz de modular en función de las condiciones. 
Algunos autores han sugerido el uso de vacunas a partir de 
recombinantes de proteínas variables de superficie, lo que supondría 
una mejora en comparación con el uso de vacunas vivas atenuadas, ya 
que se reducirían los efectos secundarios indeseables debido a que se 
trataría de una vacuna mucho más específica que solo generaría 
anticuerpos frente a aquellas proteínas realmente antigénicas (Hamsten, 
2008). En nuestro caso, la síntesis de la proteína recombinante VSP2 
nos ha permitido realizar una caracterización preliminar e 
inmunolocalizar esta proteína en la membrana del ciliado. Sin embargo, 
y una vez visto que en P. dicentrarchi se pueden expresar hasta un 
mínimo de 7 proteínas distintas para las VSPs que le permiten evadirse 
del sistema inmunitario del pez, para generar una vacuna que resulte 
eficaz y que pueda generar protección, hemos diseñado un péptido 
quimérico que contengan la parte más antigénica de cada una de estas 
7 proteínas, como se describe más adelante en el capítulo 8. 
En el caso de la leishmanolisinas, a pesar de que varios autores han 
relacionado estas proteínas con la capacidad parasiticida en protozoos 
(Cassidy-Hanleya et al., 2011; Acorn et al., 2011) todavía no se han 
llevado a cabo estudios de protección utilizando esta familia de 
proteínas como antígenos. Los resultados obtenidos a partir del RNA-
seq sugieren que P. dicentrarchi es capaz de modular distintas 
leishmanolisinas durante la infección, al igual que se ha descrito en 
otros ciliados (Seo et al., 2013). Por ello, y de igual manera que con las 
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VSPs, se diseñó un péptido quimérico que contiene la parte más 
antigénica de 6 proteínas de la familia de las leishmanolisinas (como se 
describe más adelante en el capítulo 8), el cual también fue utilizado 























ADYUVANTE DE HIDROGEL DE 
QUITOSANO 
7.1. RESUMEN 
A la hora de diseñar una vacuna es importante que esta sea eficaz; 
es decir, que genere una buena respuesta y que sea lo más inocua posible 
(que no tenga efectos secundarios adversos sobre el pez). Por ello, 
resulta especialmente importante la elección del adyuvante. Los 
adyuvantes de naturaleza oleosa generan una buena respuesta, pero 
causan daños en la cavidad peritoneal de los animales. El quitosano es 
un polímero natural, derivado de la quitina, que ha sido probado en 
distintos organismos como adyuvante. En el presente estudio se 
llevaron a cabo ensayos en ratón que nos permitieron evaluar los niveles 
de anticuerpos y analizar el tipo de repuesta que induce el adyuvante 
hidrogel de quitosano en comparación con el adyuvante completo de 
Freund mediante ensayos serológicos y de expresión genética. También 
se inmunizaron rodaballos utilizando como adyuvantes Montanide ISA 
763 A VG e hidrogel de quitosano para realizar un estudio comparado, 
a partir del cual se vio que ambos adyuvantes desencadenan una buena 
respuesta a nivel de anticuerpos; sin embargo, el quitosano genera 
menos daños aparentes en los peces inmunizados. En base a estos 
resultados, creemos que el hidrogel de quitosano podría ser un buen 
candidato para su uso como adyuvante en vacunas de peces. 
7.2. INTRODUCCIÓN 
Los adyuvantes se han definido como agentes agregados a las 
formulaciones de vacunas que mejoran la inmunogenicidad de los 
antígenos e inducen la protección contra la infección. Por lo tanto, los 
adyuvantes son sustancias inmunopotenciadoras; es decir, ayudan a la 
formación de una respuesta inmunitaria de mayor intensidad, mayor 
duración, más rápida y con una menor cantidad de antígeno, lo que 
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reduce los costes en la producción de vacunas (Chang et al., 2010). Se 
han propuesto varios mecanismos para explicar la eficacia de los 
adyuvantes y cómo pueden mejorar la respuesta de la vacuna. Los 
adyuvantes pueden inducir inflamación local al aumentar el contacto 
del antígeno con células migratorias y forman un depósito de antígeno 
liberándolo lentamente, prolongando así la interacción con los 
macrófagos. Los adyuvantes pueden aumentar la velocidad y la 
duración de la respuesta inmunitaria. Además, pueden modular la 
avidez, especificidad, isotipo, distribución de subclases de anticuerpos, 
estimular la inmunidad mediada por células; inducir la inmunidad de la 
mucosa y aumentar la respuesta inmunitaria en individuos 
inmunológicamente inmaduros (Carroll et al., 2016). 
El adyuvante más apropiado para cada vacuna depende, en gran 
medida, del tipo de respuesta inmunitaria requerida para generar 
protección, ya que diferentes adyuvantes pueden estimular diferentes 
respuestas inmunitarias (Morais et al., 2018). Se han probado diferentes 
formulaciones que han presentado un alto potencial adyuvante, 
pudiendo estar formados por sustancias sintéticas o naturales. Los 
polímeros naturales disponibles para la producción de nanopartículas 
incluyen albúmina, colágeno, quitosano, dextrano; entre otros. Los 
ejemplos de polímeros sintéticos incluyen poliésteres, polianhídridos y 
oliamidas (Carroll et al., 2016). Además, los componentes bacterianos 
a menudo se prueban como activadores del sistema inmunológico; por 
ejemplo, ADN bacteriano con motivos inmunoestimulantes (Li et al., 
2013). 
Los adyuvantes deben ser estables, biodegradables, de bajo costo 
de producción y promover una respuesta inmunitaria e inflamatoria 
adecuada. Un obstáculo importante es la falta de adyuvantes que puedan 
conducir de manera segura una potente inmunidad celular contra 
patógenos intracelulares. El quitosano es un polisacárido derivado de la 
desacetilación parcial de la quitina, que se encuentra principalmente en 
cáscaras de crustáceos e insectos, así como de las paredes celulares de 
algunas bacterias y hongos (Senel y McClure, 2004). Consiste en la 
repetición de unidades de glucosamina y n-acetilglucosamina, cuyas 




un pKa de aproximadamente 6,5 en los grupos amino, el quitosano es 
insoluble a pH neutro y alcalino, pero forma sales solubles en agua con 
ácidos orgánicos e inorgánicos (ácido glutámico, ácido clorhídrico, 
ácido láctico y ácido acético). Tras la disolución en medio ácido, los 
grupos amino del polímero se protonan, haciendo que la molécula 
quede cargada positivamente. Al afectar el número de grupos amino 
protonables, el grado de desacetilación determina fundamentalmente 
las propiedades del polímero, incluidas la solubilidad, la hidrofobicidad 
y la capacidad de interactuar electrostáticamente con polianiones. En 
cuanto al peso molecular (el cual oscila entre los 3800 y 2000000 
Daltons), en general, los quitosanos que tienen pesos moleculares y 
grados de desacetilación más bajos presentan mayor solubilidad y una 
degradación más rápida que los de alto peso molecular. Además, el 
grado de viscosidad del quitosano es alto debido a una estructura lineal 
no ramificada, el cual aumenta a medida que se incrementa su alto peso 
molecular (Li et al., 2013). En cuanto a sus características biológicas, 
la biodegradación del quitosano da lugar a la liberación de amino 
azucares que pueden ser incorporados en forma de glicosaminoglicanos 
a rutas metabólicas de eliminación de estos compuestos (Bowman y 
Leong, 2006). 
La quitina es fácil de obtener, ya que es el segundo polímero natural 
más abundante, después de la celulosa. Por ello, los quitosanos se 
aplican de manera muy amplia (industria química, biotecnología, 
agricultura, veterinaria, odontología, procesamiento de alimentos, 
protección del medio ambiente, medicina, etc.) y existe una gran 
variedad de productos de quitosano que difieren en su bioquímica y 
características físicas (Senel y McClure, 2004; Li et al., 2013; Riteau y 
Sher, 2016). En comparación con otros polisacáridos naturales, el 
quitosano tiene una alta biodegradabilidad, baja toxicidad y no es 
irritante ni alérgeno en los seres humanos (Seferian y Martínez, 2001). 
El polisacárido quitosano es capaz de inducir una potente 
inmunidad mediada por células a través de la maduración de células 
dendríticas. También, se ha visto que el quitosano puede activar los 
macrófagos y las células asesinas naturales (natural killer, NK) (Li et 
al., 2013). Se cree que el aumento a nivel de protección por parte de las 
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nanopartículas de quitosano puede deberse a que inducen la liberación 
de citoquinas, cambiando el equilibrio Th1/Th2 y activando los 
macrófagos y las células NK, combinado con un aumento de la 
absorción del antígeno (Wen et al., 2011). En estudios realizados en 
ratones, se ha demostrado que el quitosano mejora las respuestas 
inmunitarias humorales y mediadas por células en comparación con 
vacunas que contiene adyuvante de Freund o hidróxido de aluminio 
(Chang et al., 2010; Carroll et al., 2016). 
Las proteínas recombinantes tienen potencial como antígenos de 
vacunas, pero a menudo son débilmente inmunogénicas y la 
inmunización con estas proteínas puede no provocar una respuesta 
inmunitaria significativa que reconozca la proteína nativa. Por lo tanto, 
se requiere un adyuvante para potenciar la respuesta inmunitaria del 
antígeno administrado. Sin embargo, la actividad adyuvante fuerte a 
menudo se correlaciona con una mayor toxicidad y efectos adversos. El 
adyuvante completo de Freund (FCA) se encuentra entre los adyuvantes 
conocidos más potentes y un buen estimulante tanto a nivel celular 
como humoral; sin embargo, el FCA causa reacciones severas y es 
demasiado tóxico (Seferian y Martínez, 2001; Morais et al., 2018). 
El quitosano se ha utilizado como adyuvante para la inmunización 
de peces (Zhang et al., 2019; Zhu et al., 2019). Se han obtenido altos 
niveles de protección usando este adyuvante en combinación tanto con 
organismos inactivados con formalina como con antígeno particulado 
(León-Rodríguez et al., 2012: Liu et al., 2015). En el caso del rodaballo, 
se ha visto que la inmunización con microesferas de quitosano que 
contenían el antígeno unido covalentemente indujo la activación de 
genes involucrados en la adhesión celular y el citoesqueleto de actina, 
la regulación de señales pro y anti-apoptóticas, una disminución en la 
expresión de genes relacionados con la migración y la actividad de los 
linfocitos y un aumento en la expresión de varios genes implicados en 
la respuesta inflamatoria. Además, el uso de quitosano como adyuvante 
generó menos adherencias en la cavidad peritoneal, en comparación con 
otros adyuvantes oleosos; donde se observó un menor crecimiento de 
los peces (León-Rodríguez et al. 2012; 2013; Noia et al., 2014; Fontenla 




A continuación, se detallan algunos ensayos llevados a cabo que 
nos han permitido analizar de manera prelimiar como actúa y los efectos 
que generan las vacunas, tanto en ratones como en rodaballos, que 
contienen como adyuvante hidrogel de quitosano. 
7.3. MATERIALES Y MÉTODOS 
7.3.1. Preparación del adyuvante de hidrogel de quitosano 
Para la preparación del hidrogel de quitosano se disolvió 1 g de 
quitosano en 100 mL de una solución acuosa de ácido acético al 2%. A 
continuación, se añadió trifosfato de sodio al 10% y se mantuvo la 
solución a 40 ºC durante 1h con un pH constante de 5.5. Posteriormente, 
se añadió acetona hasta que el hidrogel precipitó. Por último, se lavó 
repetidamente el hidrogel con agua destilada mediante centrifugación y 
se dejó secar en una estufa a 40 ºC durante 24h. Una vez que el gel 
estuvo completamente seco, se pulverizó, se ajustó con agua destilada 
a una concentración de 10 mg/mL para su uso y se almacenó a 4 ºC con 
timerosal al 0,01% para su conservación. 
 
7.3.2. Características físicoquímicas del adyuvante de hidrogel 
de quitosano  
7.3.2.1. Microscopía óptica y microscopía de fluorescencia 
Una muestra del hidrogel de quitosano fue visualizada al 
microscopio óptico para observar su estructura a nivel microscópico. 
Además, se realizaron microfotografías al microscopio de fluorescencia 
ya que el quitosano presenta autofluorescencia.  
7.3.2.2. Cálculo del porcentaje de absorción 
10 mg/ml de hidrogel de quitosano se incubaron con seroalbúmina 
bovina (1 mg/mL) en agitación. A distintos tiempos (0, 15, 30, 60 y 120 
minutos) la muestra se centrifugó a 12000 x g 10 minutos y se midió la 
cantidad de proteína del sobrenadante en un espectrofotómetro 
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EE.UU.). 
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7.3.3. Estudio de la respuesta tras la inmunización. Estudio 
comparativo entre el adyuvante de hidrogel de quitosano y un 
adyuvante oleoso en ratón 
7.3.3.1. Inmunización de ratones con adyuvante de hidrogel 
de quitosano y adyuvante de Freund 
Para la inmunización de los ratones (5 por grupo) y para la 
obtención del suero se siguió el protocolo descrito en el apartado 
4.3.6.1., utilizando como adyuvantes hidrogel de quitosano a una 
concentración de 10 mg/ml o adyuvante completo de Freund 1:1 (v/v). 
Como antígeno se utilizaron dos proteínas recombinantes: VSP2, muy 
glicosilada, y FeSOD, poco glicosilada (ver como se sintetizaron estas 
proteínas en los capítulos 6 y 2, respectivamente). Como controles 
también se inmunizaron ratones solo con adyuvante de Freund, solo con 
adyuvante de quitosano, con PBS y con PBS y antígeno. Para el análisis 
de los niveles de anticuerpos, se obtuvo el suero a los 30 días tras la 
primera inmunización, como se describe anteriormente. Para el ensayo 
de expresión génica, a los 3 días después de la inmunización, se lavó la 
cavidad peritoneal con medio L-15 incompleto y se obtuvieron las 
células peritoneales mediante centrifugación a 2500 x g 10 minutos. 
7.3.3.2. Determinación de los niveles de inmunoglobulinas de 
ratón en el suero mediante ELISA  
Para evaluar los niveles de anticuerpos específicos se llevó a cabo 
un ELISA indirecto (apartado 4.3.7.1.1.). En este caso se tapizaron las 
placas con la proteína recombinante correspondiente y el anticuerpo 
primario de ratón se utilizó a una dilución 1:500. A continuación, los 
pocillos se lavaron y se incubaron con suero de cabra anti-IgG1, anti-
IgG2a y anti-IgG de ratón (Santa Cruz Biotechnology), 
respectivamente, a una dilución 1:2000. Tras los correspondientes 
lavados, los pocillos se incubaron con un anticuerpo de conejo anti-
cabra conjugado con peroxidasa (Dakopatss, EEUU) (1:10000 en 
TBST-0,2%). Finalmente, se llevó a cabo el revelado y la medición de 
la absorbancia. 
 





7.3.3.3. Análisis de los niveles de expresión de genes 
asociados a  respuestas tipo Th1, Th2 y Th17 
La síntesis de ADNc a partir de ARN y la qPCR se cursó como se 
describe anteriormente (apartado 4.3.7.2.). En este caso las muestras 
analizadas fueron células peritoneales de ratón inmunizados con PBS, 
quitosano, FCA/FIA, PBS y antígeno, quitosano y antígeno, FCA/FIA 
y antígeno. Los cebadores utilizados para analizar la expresión de los 
genes fueron (FmIFNγ / RmIFNγ) 5’- 
ACTGGCAAAAGGATGGTGAC - 3’ / 5’ – 
TGAGCTCATTGAATGCTTGG – 3’ para el Interferon gamma 
(IFNγ), (FIL-4 / RIL-4) 5’-TCAACCCCCAGCTAGTTGTC -3’ / 5’-
TGTTCTTCGTTGCTGTGAGG -3’ para la Interluquina 4 (IL-4) y 
(FmTGFB1 / RmTGFB1) 5’- TTGCTTCAGCTCCACAGAGA - 3’ / 
5’ - TGGTGTAGAGGGCAAGGAC - 3’para el Transforming growth 
factor β1. Como gen de referencia se utilizó la beta actina (Fmbactin / 
Rmbactin) 5’ - AGCCATGTACGTAGCCATCC - 3`/ 5’ - 
CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA - 3’. 
7.3.4. Estudio de la respuesta tras la inmunización. Estudio 
comparativo entre el adyuvante de hidrogel de quitosano y un 
adyuvante oleoso en rodaballo 
7.3.4.1. Inmunización de los rodaballos 
Los rodaballos se inmunizaron mediante inyección intraperitoneal 
(i.p.) en los días 0 y 30 con 200 µl (por pez) de una emulsión que 
contenía 106 ciliados/mL, inactivados con un 0,2% de formalina y 
adyuvante Montanide ISA 763 A VG (Seppic, Francia) 1:1 (v/v) 
(Lamas et al., 2008) o adyuvante de hidrogel de quitosano (10 mg/mL). 
Las muestras de sangre se obtuvieron, después de anestesiar los peces, 
mediante punción de la vena caudal el día 60, se dejaron coagular 
durante 2 h a temperatura ambiente y después se centrifugaron a 2000 
x g durante 10 minutos. El suero se almacenó a -20 ºC hasta su uso. 
7.3.4.2. Análisis macroscópico 
Para analizar los posibles daños generados por los adyuvantes se 
observó la cavidad peritoneal de los rodaballos a los 30 días tras la 
segunda inmunización.  
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7.3.4.3. Determinación de los niveles de anticuerpos en suero 
de rodaballo mediante ELISA 
Se siguió el protocolo descrito en el apartado apartado 4.3.7.1.1. 
con algunas modificaciones. En este caso, las placas se tapizaron con 1 
µg de ciliados lisados, se bloquearon, se incubaron con el anticuerpo 
primario (suero de rodaballo) a una dilución 1:100, se lavaron y, 
posteriormente, se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratón 
anti-Ig de rodaballo (UR3; Estévez et al., 1995) a una dilución 1:1000 
durante 15 minutos a 750 rpm a temperatura ambiente. En este punto, 
las placas se lavaron 5 veces con TBS-T 0,05% y los pocillos se 
incubaron con un anticuerpo de conejo anti-ratón (1:2000 en TBS-T 
0,2%) conjugado con una peroxidasa (Sigma-Aldrich). Finalmente, se 
llevó a cabo el revelado y la medición de la absorbancia. 
 




7.4.1. Estructura y capacidad de absorción del antígeno 
Las microfotografías realizadas (Figura 1A) muestran una 
estructura en forma de entramado cuando el hidrogel está hidratado. Al 
microscopio de fluorescencia se ha visto que el quitosano presenta 
autofluorescencia (Figura 1B).  
 
Fig. 1: A) Apariencia al microscopio óptico del hidrogel de quitosano en polvo 
(izquierda) e hidratado (derecha). B) Microfotografía de una muestra de quitosano 




Al incubar seroalbúmina bovina con el adyuvante, el mayor 
porcentaje de absorción (70%) se alcanzó transcurridos 30 minutos. 
Aunque se incrementó el tiempo de incubación hasta las 2 horas, el 
porcentaje de absorción no aumentó (Figura 2).  
 
Fig. 2: Porcentaje de absorción del hidrogel de quitosano en función del tiempo. 
La concentración de quitosano utilizada fue de 10 mg/mL y la de seroalbúmina bovina 
1 mg/ml. Los valores se muestran como media   la desviación estándar de cinco 
réplicas. 
7.4.2. Diferencias en los niveles de inmunoglobulinas en sueros 
de ratón inmunizados con distintos adyuvantes y antígenos. 
La figura 3 muestra los niveles de anticuerpos específicos en dos 
sueros diferentes de ratón obtenidos tras la inmunización con adyuvante 
de hidrogel de quitosano o adyuvante completo de Freund (FCA). En 
ambos casos el antígeno utilizado para la inmunización fue la proteína 
recombinante VSP2. Se observó que el quitosano generó un mayor 
número de anticuerpos en ratones inmunizados que el FCA. 




Fig. 3: ELISA comparativo entre los niveles de anticuerpos específicos en suero 
de ratones inmunizados con VSP2 utilizando como adyuvante hidrogel de quitosano 
(barras negras) o adyuvante completo de Freund (barras grises). Para la inmunización 
se utilizó como antígeno la proteína recombinante VSP2. Los valores se muestran 
como media  desviación estándar para tres replicas. Los asteriscos indican el nivel 
de significación: ***P<0,05. 
En cuanto al isotipado, se observa que tanto el FCA como el 
hidrogel de quitosano generan una respuesta con altos niveles de IgG2a, 
siendo significativamente mayor con el adyuvante de quitosano (Figura 
4). Comparando la respuesta de sueros inmunizados con una proteína 
recombinante muy glicosilada (VSP2) o poco glicosilada (FeSOD) no 
se observan diferencias significativas en los niveles de anticuerpos a la 






Fig. 4: A) ELISA para analizar los niveles de IgG1, IgG2a e IgG totales en suero 
de ratones inmunizados. Los valores se muestran como media  desviación estándar 
para tres replicas. Los asteriscos indican el nivel de significación: ***P<0,05. B) 
Relación entre los niveles de IgG2a frente a IgG1 para las diferentes muestras. 
7.4.3. Expresión de los genes IFNγ, IL-4 y TGFβ1 
Para evaluar la respuesta que induce el adyuvante de hidrogel de 
quitosano en comparación con el FCA, se analizó la expresión de genes 
relacionados con respuestas de tipo Th1 (IFNγ), Th2 (IL-4) y Th17 
(TGFβ1). Se observó un incremento en la expresión del IFNγ en las 
células peritoneales de ratones inyectados con adyuvante de Freund, 
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tanto con antígeno como sin él, con respecto a los inyectados con PBS 
(control). También se observó un incremento de la expresión en las 
células de ratones inyectados con adyuvante de quitosano, pero solo 
cuando la vacuna contenía antígeno (Figura 5A). Para el gen IL-4, se 
obtuvo un incremento en la expresión en las células de ratones del grupo 
quitosano con respecto al grupo PBS. El incremento en la expresión 
para la IL-4 entre estos dos grupos fue menor cuando el hidrogel de 
quitosano contenía el antígeno, resultando estadísticamente 
significativa. Las células de ratones inyectados con FCA (con o sin 
antígeno), no experimentaron variación en la expresión de la IL-4 con 
respecto a los grupos inyectados con PBS (Figura 5B).  Por último, se 
analizó la expresión del gen TGFβ1. Los resultados muestran un 
aumento significativo de expresión en las células de ratones inyectados 
con adyuvante de hidrogel de quitosano, tanto cuando la vacuna 
contenía antígeno como si no, con respecto a los grupos PBS y 
PBS+VSP2, respectivamente. Para este mismo gen, no se observaron 









Fig. 5: Análisis de la expresión relativa mediante RT-qPCR. Los genes utilizados 
para analizar la expresión en células peritoneales de ratones inyectados con 
adyuvante de Freund (FCA/FIA), adyuvante de hidrogel de quitosano o PBS (con o sin 
antígeno) fueron A) IFNγ, B) IL-4 y C) TGFβ1. Como antígeno se utilizó la proteína 
recombinante VSP2 (proteína muy glicosilada). Como gen de referencia se utilizó la 
beta actina (control). Los valores se muestran como las medias  las desviaciones 
estándar para tres replicas. Los asteriscos indican el nivel de significación: ***P<0,05 
y **P<0,01. 
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7.4.4. Evaluación de daños en la cavidad peritoneal y niveles de 
anticuerpos en sueros de rodaballos inmunizados 
En las imágenes se observa como los peces inmunizados con 
Montanide ISA 763 A VG mostraban numerosas adherencias en la 
cavidad peritoneal, a diferencia de los peces inyectados con la vacuna 
que contenía quitosano, los cuales apenas presentaban daños (Figura 6).  
 
Fig. 6: Imágenes de la cavidad peritoneal de los rodaballos a los 30 días tras la 
segunda inmunización: A) Imnunizados con PBS (sin adyuvante), B) inmunizados con 
Montanide e C) inmunizados con higrogel de quitosano. La flecha indica el acúmulo 
de adyuvante. 
 
Fig. 7: ELISA que muestra los niveles de IgM en sueros de rodaballos 
inmunizados. Los valores se muestran como las medias  las desviaciones estándar 




En cuanto al nivel de anticuerpos específicos (IgM), este aumentó 
tanto en los peces del grupo inmunizado utilizando Montanide como en 
el grupo de quitosano, con respecto al grupo control inmunizado con 
PBS o a los grupos control inmunizados solamente con adyuvante. Sin 
embargo, no hay diferencias significativas entre los valores obtenidos 
al inmunizar con uno u otro adyuvante (Figura 7). 
 
7.5. DISCUSIÓN 
La vacuna por inyección intraperitoneal es el método que induce 
una mejor respuesta en peces, tanto en la producción de anticuerpos en 
suero (cantidad y duración) como en la protección generada. Sin 
embargo, esta elevada respuesta se genera únicamente cuando se 
incluyen adyuvantes en la vacuna (Tafalla et al., 2014). Una paradoja 
importante que se da en este método de vacunación es que los 
adyuvantes que generan una mejor respuesta son precisamente aquellos 
que causan más daño en la cavidad, como es el caso de los adyuvantes 
oleosos (Noia et al., 2014).  
Como se ha demostrado en numerosos estudios, el quitosano 
representa una alternativa a los adyuvantes tradicionales, mejorando las 
respuestas inmunitarias humorales y mediadas por células en ensayos 
llevados a cabo en ratón donde se comparaba un adyuvante oleoso con 
el quitosano (Chang et al., 2010; Carroll et al., 2016).  Gracias a sus 
propiedades, el quitosano puede presentarse como adyuvante en 
diferentes formatos; desde nanopartículas o microesferas; en las cuales 
el antígeno se pega a la parte externa mediante uniones covalentes 
debido a la carga, o en forma de emulsiones o hidrogeles donde, además 
de unirse por la carga, el antígeno queda retenido en la estructura 
reticulada del adyuvante, lo que le confiere un alto porcentaje de 
absorción (Li et al., 2013).  
En nuestro caso, hemos elaborado un hidrogel que resultó sencillo 
de preparar además de económico. Por otro lado, este tipo de formato 
presentó una alta retención del antígeno debido a su alta viscosidad, lo 
que ayuda a estimular las reacciones inflamatorias dando lugar a una 
mejora de la respuesta inmunitaria (Morais et al., 2018).  
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Son numerosos los trabajos que demuestran que el quitosano puede 
funcionar como adyuvante en vacunas utilizadas en mamíferos (Riteau 
y Sher, 2016). Algunos estudios sugieren que el quitosano induce una 
respuesta inmunitaria adaptativa de tipo Th1 (Carroll et al., 2016); sin 
embargo, hay estudios que indican que el quitosano es capaz de inducir 
una respuesta Th1 y Th2 en ratón (Wen y col., 2011). En el caso del 
FCA, este adyuvante genera una resuesta de tipo Th1 en ratón dando 
lugar a altos niveles de IgG2a, aunque dicha producción puede variar 
hacia otro tipo de IgG (Lindblad, 2000). Las respuestas Th1 o Th2 son 
esenciales para la regulación de la proliferación de linfocitos B y el 
cambio de clase de inmunoglobulinas. La respuesta Th1, inducida por 
moléculas como el IFNγ, regula la producción de inmunoglobulina 
IgG2a, mientras que la respuesta Th2, regulada por moléculas como la 
IL-4, es crítica para la producción de IgG1/IgE en mamíferos (Nurieva 
y Chung, 2010). Heffernan et al. (2010), observaron que el uso de 
quitosano en vacunas que contenían proteínas recombinantes como 
antígeno estimulaba la producción de IgG2a e IgG2b y daba lugar a un 
aumento en la expresión de IFNγ. En el presente estudio, los resultados 
obtenidos en ratón muestran que el adyuvante de hidrogel de quitosano 
genera mayores niveles de anticuerpos específicos que el adyuvante 
completo de Freund. A partir del ensayo de isotipado, se ha visto que 
tanto el quitosano como el FCA desencadenan un mayor incremento en 
la producción de de IgG2a con respecto a IgG1, independientemente de 
si la proteína recombinante utilizada como antígeno esta glicosilada o 
no. En cuanto a la expresión de genes, la inmunización con FCA (tanto 
con antígeno como sin él) generó un aumento en la expresión de IFNγ 
con respecto a la expresión en células peritoneales de ratones que no 
fueron inyectados con adyuvante (PBS y PBS+VSP2). Para el hidrogel 
de quitosano, solo se observó un ligero, aunque estadísticamente 
significativo, incremento de la expresión de IFNγ cuando el adyuvante 
contenía el antígeno. Algunos autores creen que esto puede deberse a 
que el quitosano aumenta la inmunidad mediada por células y la 
respuesta inmunitaria cuando se vacuna con antígeno (Wen et al., 
2011). En cuanto a la expresión de IL-4, el aumento de esta con respeto 
al grupo PBS solo fue significativa en las células peritoneales de ratones 




Los resultados de expresión obtenidos para el IFNγ y para la IL-4 
sugieren que FCA desencadena una respuesta adaptativa de tipo Th1, al 
igual que los niveles de IgG2a del ensayo de isotipado. En el caso del 
quitosano, los altos niveles de expresión de IL-4 sugieren que este 
adyuvante induce una respuesta de tipo Th2; sin embargo, los niveles 
de producción de IgG1 fueron bajos, siendo mayores los de IgG2a. 
Además, este adyuvante generó un aumento en la expresión de IFNγ 
cuando fue inyectado con antígeno; por lo que los resultados apuntan a 
que el hidrogel de quitosano induce una respuesta adaptativa combinada 
Th1/Th2 en ratón. Algunos autores indican que el quitosano es capaz 
de inducir la liberación de citoquinas, cambiando el equilibrio Th1/Th2 
y activando los macrófagos y las células NK (Wen et al., 2011; Li et al., 
2013).  
Además, en el caso del quitosano, también se observó un aumento 
en la expresión del gen TGFβ en células de ratón que fueron inyectados 
con este adyuvante, en comparación con FCA y PBS (con y sin 
antígeno). Un aumento en la expresión de este gen está asociado a una 
respuesta de tipo Th17/Threg.  En 2016, Ciabattini et al., vieron que un 
adyuvante generado a partir de un lipopolisacárido inducia una 
respuesta Th1/Th17, en comparación con un adyuvante de tipo oleoso 
que generaba una respuesta Th1/Th2. Se ha visto que las respuestas 
efectoras de Th17 proporcionan una inmunidad independiente del 
serotipo, mediante la incorporación de monocitos, macrófagos y 
neutrófilos, y que las células Th17 pueden detectarse semanas después 
de la vacunación (Chen et al., 2011; Kumar el al., 2013). Estudios 
recientes sobre la protección heteróloga independiente de anticuerpos 
proporcionada por las células Th17 abren una nueva vía para el 
desarrollo de vacunas. En modelos experimentales, las células Th17 son 
efectivas para proporcionar inmunidad inducida por vacunación frente 
a diferentes patógenos, por lo que la identificación de antígenos 
específicos de Th17 ayudará a formular una estrategia de vacunación 
efectiva independiente del serotipo. Pero no solo eso, sino que la 
modulación de las propiedades tóxicas y la identificación de nuevos 
adyuvantes específicos de Th17 también tendrán un tremendo impacto 
en el diseño de vacunas seguras y efectivas (Kumar et al., 2013). 
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En el caso del rodaballo, recientemente se ha observado que una 
formulación de micropartículas en base a quitosano y GantrezTM 
inducían la generación de niveles elevados de anticuerpos en el suero 
de peces vacunados con antígeno de Philasterides dicentrarchi (León-
Rodríguez et al., 2012). De igual modo, los resultados obtenidos a partir 
del ensayo de vacunación confirman que el adyuvante de hidrogel de 
quitosano es capaz de generar una buena repuesta con niveles de 
anticuerpos similares a los obtenidos cuando los peces son inmunizados 
utilizando el adyuvante oleoso Montanide ISA 763 A VG. Además, el 
uso de quitosano como adyuvante redujo considerablemente los efectos 
secundarios adversos asociados al adyuvante Montanide ISA 763, ya 
que el quitosano no generó adhesiones en la cavidad peritoneal de los 
peces. 
A partir de los resultados de este estudio preliminar, se decidió 
utilizar el adyuvante de hidrogel de quitosano en un ensayo de 
vacunación con proteínas recombinantes en peces (capítulo 8). Sin 
embargo, sería interesante realizar más pruebas a través de ensayos en 
los que se use el mismo adyuvante en ratones y en rodaballos, analizar 
la expresión de otros genes relacionados con la respuesta inmunitaria y 
ver la modulación de estos genes a distintos tiempos tanto en ratón 
como en rodaballo. Todo esto permitiría tener un conocimiento más 













VACUNACIÓN CON PÉPTIDO QUIMÉRICO 
RECOMBINANTE Y ENSAYOS DE 
PROTECCIÓN EN RODABALLO 
8.1. RESUMEN 
El desarrollo de una vacuna eficaz supone la selección de un 
antígeno que genere una buena respuesta y de un adyuvante que resulte 
inocuo para el rodaballo. Como se ha visto en anteriores capítulos, los 
antígenos de superficie son los principales candidatos para una vacuna, 
ya que su inmunogenicidad ha quedado demostrada en distintas 
especies de ciliados. En este caso, hemos visto que la familia de las 
VSPs y la familia de las leishmanolisinas son dos familias de proteínas 
presente en distintas cepas y expresadas bajo diferentes condiciones de 
cultivo de P. dicentrarchi, las cuales han sido relacionadas con la 
virulencia y los mecanismos de evasión en otros protozoos. Por ello, 
hemos probado, mediante ensayos protección, la eficacia de 3 proteínas 
recombinantes (r-VSP2, r-pq-VSPs y r-pq-Leish) en combinación con 
el adyuvante hidrogel de quitosano, el cual generó buena respuesta en 
estudios previos. En términos de protección, la combinación de las 
distintas VSPs en un péptido quimérico resultó ser más eficaz que la 
inmunización con VSP2. Sin embargo, en comparación con el antígeno 
entero, los péptidos quiméricos de las VSPs y las leishmanolisinas 
generaron una menor protección.  
8.2. INTRODUCCIÓN 
Las vacunas son eficaces herramientas que permiten reducir la 
mortalidad causada por patógenos que dan lugar a enfermedades 
infecciosas. Según su composición, se clasifican tradicionalmente 
como vacunas atenuadas en vivo, que contienen versiones debilitadas 
en laboratorio del patógeno original, vacunas inactivadas, donde se 
mata el patógeno, y vacunas de subunidades, compuestas por una o más 
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moléculas presentes en el patógeno (Kallerup y Foged, 2015). Las 
vacunas de subunidades pueden estar formuladas a partir de 
preparaciones antigénicas singulares entre las que se encuentran toxinas 
inactivadas con antigenicidad original total o parcial, fragmentos 
completos o proteicos y antígenos quiméricos, donde las partes 
antigénicas obtenidas de uno o más patógenos son combinados 
artificialmente en una sola molécula quimérica sintética (péptido) o 
recombinante. En estos casos las partes antigénicas seleccionadas que 
conforman los péptidos pueden estar limitadas a un conjunto de 
epítopos protectores de células B y T (Sette y Fikes, 2003; Blanco et 
al., 2013). En comparación con las vacunas clásicas (atenuadas o 
inactivadas vivas) las vacunas peptídicas presentan un inconveniente, y 
es que son generalmente menos antigénicas y requieren el uso de 
adyuvantes que potencien su respuesta (Purcell et al., 2007). Sin 
embargo, ofrecen algunas ventajas, ya que resultan seguras debido a la 
ausencia de material infeccioso, no existe riesgo de integración o 
recombinación como podría ocurrir con las vacunas de ADN y permiten 
la posibilidad de excluir las secuencias perjudiciales de los antígenos, 
además de una delineación precisa del inmunógeno con facilidad de 
ampliación, transporte y almacenamiento (Purcell, 2007; Blanco et al., 
2013). Por estas razones, las vacunas de péptidos se están investigando 
en campos tan diversos como el tratamiento del cáncer, la 
inmunocastración de animales, las enfermedades autoinmunes; así 
como en la prevención de enfermedades infecciosas virales, bacterianas 
y parasitarias. Además, se ha estado investigando en el reconocimiento 
de antígenos quiméricos con el fin de evaluar el efecto de los péptidos 
presentados en la superficie celular por las moléculas del complejo 
principal de histocompatibilidad MHC-I y MHC-II en humanos y 
especies animales (Shao et al., 2017; Orbegozo-Medina et al., 2019). 
En el campo de la parasitología, se están explorando vacunas con 
epítopos quiméricos para proteger contra las enfermedades causantes 
de protozoos y helmintos (Kaba et al., 2008; Pinheiro et al., 2014; 
Anugraha et al., 2015; Gu et al., 2017).  Los epítopos son las regiones 
de una macromolécula reconocidas individualmente por un anticuerpo 




constan de varios tipos de epítopos, cada uno de ellos capaz de unirse a 
un anticuerpo específico diferente. La unión de este con el anticuerpo 
implicará diferentes niveles de estructura (primaria, terciaria y en 
algunos casos cuaternaria) (Aguilar et al., 2001). El tamaño del epítopo 
va a depender del tamaño del sitio de unión del anticuerpo o 
inmunoglobulina específica y pueden clasificarse en dos tipos: 
continuos, cuándo se trata de un fragmento corto y lineal capaz de 
unirse con el anticuerpo como si se tratase de una proteína entera, o 
discontinuos, constituidos por residuos que no son continuos en la 
secuencia de aminoácidos pero que presentan proximidad espacial 
debido al plegamiento de la proteína. Estos últimos representan a la 
mayoría de los epítopos. En la mayor parte de los casos, las proteínas 
globulares son potencialmente antigénicas y conforman un gran número 
de epítopos parcialmente superpuestos (Orbegozo-Medina et al., 2019).  
Desde hace años los péptidos se vienen utilizando tanto en el diseño 
molecular de vacunas como en el desarrollo de sistemas de diagnóstico 
para la detección de enfermedades infecciosas de origen bacteriano 
(Alcaro et al., 2003), viral (Pérez, 2007), o parasitario (Noya et al., 
2003). Resulta de gran importancia la identificación de dominios 
inmunodominantes de epítopos que sean capaces de inducir una 
respuesta inmune protectora; inmunidad humoral y/o inmunidad 
mediada por células contra el antígeno deseado. Por lo tanto, la 
selección del epítopo tendrá que ser dirigida no sólo hacia la inducción 
de la respuesta efectora deseada (células B o células T), sino también 
para la inducción de respuestas de células T auxiliares. Uno de los 
principales factores que va a condicionar la antigenicidad del péptido 
es su tamaño. Ya en 1995, Li sugirió que los péptidos pequeños son 
menos inmunogénicos, siendo más eficaces los péptidos quiméricos 
constituidos por dos o más epítopos en una misma molécula. Con el 
paso de los años esta teoría ha sido reforzada y confirmada en otros 
estudios (Silva-Flannery et al., 2009; Gershoni-Yahalom et al., 2010). 
Además, los péptidos cortos tienen una conformación inestable en 
solución lo que supone que solo una parte adopta una conformación 
comparable a la del lugar antigénico de la proteína completa. En este 
caso, la reactividad frente a anticuerpos se puede mejorar llevando a 
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cabo una ciclación del péptido, lo que reduce las posibilidades 
conformacionales de las secuencias lineales. De igual forma, se pueden 
obtener distintos resultados modificando la estructura del péptido ya 
que distintas conformaciones (lineales, con ramificaciones, 
circularizados, etc.) le van a conferir distintas propiedades (Kopple, 
1972; Pérez, 2007). Sin embargo, es difícil predecir la posible acción 
de un epítopo después de una perturbación o variación en la estructura 
del péptido una vez inyectado en el organismo de estudio, además de 
otras variaciones asociadas al proceso biológico, ensayo experimental, 
etc. Con el fin de reducir dichas perturbaciones se pueden seguir 
modelos computacionales para el diseño de vacunas que pueden ser 
útiles para la optimización de péptidos o la predicción de nuevos 
epítopos (González-Díaz et al., 2014). También existen herramientas 
informáticas que permiten predecir la localización de epítopos lineales 
de células B (http://ailab.ist.psu.edu/bcpreds/predict.html) y/o la 
antigenicidad de la vacuna (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html). La herramienta 
bioinformática PredBALB / c (Zhang et al., 2005) permite la predicción 
de la unión del péptido a las moléculas del MHC de clase II (I-A e I-E) 
del ratón BALB / c (H-2d). Esta herramienta utiliza matrices 
cuantitativas validadas utilizando aglutinantes y no aglutinantes 
determinados experimentalmente, así como estudios in vivo con 
proteínas virales. Los parámetros peptídicos, como los valores teóricos 
de peso molecular, índices alifáticos y promedios de hidropatía 
(GRAVY) se pueden calcular utilizando la herramienta bioinformática 
ProtParam de Expasy (https://www.expasy.org/resources) (Orbegozo-
Medina et al., 2019). 
En los últimos años, el uso de péptidos en formulaciones vacunales 
se ha dirigido hacia el empleo de multipeptidos ya que se ha visto que 
la conformación de un péptido quimérico genera un mayor número de 
anticuerpos y una mayor protección. Los antígenos de péptidos lineales 
quiméricos se pueden construir poniendo una selección de epítopos 
juntos en tándem (Golvano et al., 1990) o utilizando separadores; es 
decir, secuencias espaciadoras entre ellos. El uso de separadores va a 




aminoácidos que, en función de su tamaño, van a permitir unas 
conformaciones u otras de las secuencias lineales. La elección de un 
tipo u otro de separador va a depender del epítopo, y de la ordenación 
y disposición del péptido. Algunos de estos pueden ser naturales; 
secuencias cortas de aminoácidos que conectan diferentes dominios en 
una sola proteína (Chichili et al., 2012). Se sabe que las regiones ricas 
en glicina proporcionan flexibilidad y, en consecuencia, facilitan las 
interacciones entre dominios, mientras que las regiones ricas en prolina 
generan rigidez e interacciones desfavorables (Chichili et al., 2012). En 
el diseño de vacunas quiméricas, los enlazadores ricos en combinados 
con serina (por ejemplo, GSGSG) o prolina (por ejemplo, GPGPG) 
fueron analizados en varios estudios (Wen et al., 2015; Nezafat et al., 
2016). Otros separadores utilizados fueron los formados por pares de 
residuos básicos como la lisina o la arginina (KK, KR, RR), los cuales 
se relacionaron con la presentación del antígeno a las células T 
(Takahashi et al., 1989), por lo que un número considerable de autores 
utilizó el enlazador KK para unirse a los epítopos T y B en un intento 
de minimizar la formación de neoepítopos, un problema que es más 
relevante al aumentar la longitud de las secuencias del separador 
(Sarobe et al., 1993; Yano et al., 2005; Schubert y Kolbacher, 2016). 
Otro problema en la construcción de antígenos peptídicos quiméricos 
es definir cuál es el mejor número y posición para colocar cada uno de 
los epítopos de las células T y B a lo largo de la secuencia del péptido, 
ya que la orientación o polarización de los epítopos es de gran 
relevancia a la hora de obtener respuestas óptimas a partir de las 
vacunas. En la construcción de antígenos epitópicos quiméricos 
también se debe de tener en cuenta que, además de la posible formación 
de neoepítopos B, la combinación de secuencias enlazadoras 
(separadores) con un solo epítopos B a priori puede conducir a la 
formación de nuevos epítopos T (neoepítopos T) capaces de ser o no 
ser reconocidos por las moléculas altamente polimórficas de MHC-II 
en las células presentadoras de antígeno (Golvano et al., 1990; 
Lowenadler et al., 1992; Blanco et al., 2013). 
En peces las respuestas de anticuerpos son muy diferentes a las 
generadas en mamíferos y se caracterizan por producir solo anticuerpos 
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de isotipos similares a IgM e IgA. En el caso de los rodaballos, en un 
estudio realizado por Orbegozo-Medina en 2019, se obtuvo una alta 
respuesta de anticuerpos frente a epítopos de células B al imunizar los 
peces con vacunas que contenían quimeras diseñadas a partir de 
fragmentos de secuencias de proteínas del parásito trematodo Fasciola 
hepatica separados por enlazadores tipo -KK-. Estos resultados 
sugieren que la elaboración de vacunas quiméricas peptídicas para 
ensayos de protección en rodaballo contra patógenos es factible siempre 
que los epítopos B (o T-B) seleccionados se combinen adecuadamente.  
En base a todos estos datos, y los resultados reflejados en el 
capítulo 6, se diseñaron péptidos quiméricos a partir de secuencias de 
proteínas de las familias de las VSPs y de las leishmanolisinas. Estos 
péptidos fueron utilizados como antígenos en ensayos de vacunación en 
rodaballo, en los que se utilizó como adyuvante hidrogel de quitosano 
(capítulo 7). 
8.3. MATERIALES Y MÉTODOS 
8.3.1. Animales de experimentación 
Además de rodaballos y ratones, cuyo mantenimiento y 
procecimientos de manipulación ya se han descrito anteriormente, para 
los estudios desarrollados en este capítulo también se utilizó un conejo 
(Oryctolagus cuniculus Linnaeus, 1758) de la cepa New Zealand White 
que fue inmunizado para la obtención de suero de conejo anti-r-pq-
VSPs. Previamente, se obtuvo una alícuota de sangre del conejo para 
disponer de suero pre-inmune para utilizar como control en los distintos 
ensayos. A continuación, se realizaron 4 inmunizaciones mediante 
inyección por vía subcutánea. Cada inmunización consistió en10 
inoculaciones de 100 µL cada una. La primera inmunización se realizó 
con 500 µg de r-pq-VSPs en 1 mL de adyuvante completo de Freund. 
A los 15 días, se llevó a cabo una segunda inmunización en la que se 
administraron 250 µg de r-pq-VSPs en 1 mL de adyuvante incompleto 
de Freund. A los 30 días se realizó la tercer inmunización y a los 45 días 
la cuarta y última inmunización (siguiendo en estos dos últimos casos 
el protocolo de vacunación realizado en la segunda inmunización). Al 




completa para la obtención de suero inmune, el cual fue almacenado a 
- 80°C hasta su uso. 
 
8.3.2. Antígenos 
Para realizar un estudio comparativo, por un lado, se utilizó como 
antígeno la proteína recombinante r-VSP2 y, por el otro, un 
recombinante de un péptido quimérico diseñado a partir de las 7 
secuencias de aminoácidos para las distintas VSPs (r-pq-VSPs) 
(apartado 6.4.11.). También se utilizó un péptido quimérico 
recombinante a partir de secuencias parciales de 6 proteínas de la 
familia de las leishmanolisinas (r-pq-Leish) (apartado 6.4.12.). 
Además, otro grupo de peces fue inmunizado con la mezcla al 50% de 
cada uno de estos péptidos quiméricos (r-pq-VSPs+LEISH). 
Para la síntesis de los péptidos quiméricos, primero se seleccionó 
que partes de las proteínas eran potencialmente más antigénicas, y que 
por lo tanto, podrían dar lugar a epítopos, con el programa IEDB 
analysis resource-Antibody Epitope Prediction 
(http://tools.immuneepitope.org/bcell/). Estas secuencias parciales se 
dispusieron linealmente y separadas entre si por un separador formado 
por dos lisinas (-KK-). En el extremo C-terminal se añadió una cola de 
histidinas, para poder purificar la proteína recombinante sintetizada en 
levadura.  
En el caso del r-pq-VSPs, la secuencia de nucleótidos (696 pares de 
bases) codifica para una proteína de 232 aminoácidos de peso molecular 
24,9 kDa y punto isoeléctrico teórico 9.55. En el caso del r-pq-Leish, la 
secuencia de nucleótidos (675 pares de bases) codifica para una 
proteína de 225 aminoácidos de peso molecular 25,3 kDa y punto 
isoeléctrico teórico 9.45. Con el programa TMHMM Server v. 2.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) y con la herramienta 
NetOGyc 4.0 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/)  se 
confirmó que los péptidos quiméricos diseñados no contenían hélices 
de transmembrana y que presentaban múltiples sitios de glicosilación. 
A continuación, y tal y como se describe en el apartado 4.3.5, las 
secuencias de los péptidos quiméricos diseñados fueron modificadas y 
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optimizadas para la producción de las proteínas recombinantes (r-pq-
VSPs y r-pq-Leish) en Klyuveromyces lactis. En este caso, los 
cebadores utilizados fueron: (FqrVSPs) 5’- 
CGCCTCGAGAAAAGAATGCGTCGTTACTCTATGACG – 3’ / 
(RqrVSPs) 5’- 
ATAAGAATGCGGCCGCTTAATGGTGGTGGTGATGATGATGG
TGATGGTGAAGACTCTGAGAATCGTCACA – 3’; (FqrLEISH) 5’ 
- CGCCTCGAGAAAAGAATGAAACAAATAATTGCCCTA – 3’ / 
(RqrLEISH) 5’ – 
ATAAGAATGCGGCCGCTTAATGATGATGGTGATGGTGATGA
TGGTGGTGCCAATGACTCCCTGCACTTCC – 3’. 
En el ensayo de vacunación también se utilizaron como antígenos 
ciliados formolizados (antígeno entero). 
 
8.3.2.1. Caracterización del péptido quimérico recombinante 
r-pq-VSPs 
Antes del ensayo de vacunación en rodaballo, se llevó a cabo una 
caracterización preliminar de la antigenicidad del r-pq-VSPs mediante 
ensayos serológicos con sueros de ratón y conejo. Para ello, primero se 
inmunizaron 5 ratones y un conejo con el péptido r-pq-VSPs y se 
obtuvo suero de ratón y conejo anti-r-pq-VSPs (apartados 4.3.6.1 y 
8.3.1., respectivamente). Posteriormente, se hizo un Western Blot 
(apartado 4.3.6.4.) utilizando como antígeno r-pq-VSPs (como control 
positivo) y ciliados lisados de las cepas I1, C1, y B1 frente a sueros anti-
r-pq-VSPs de ratón (1:100) y suero anti-r-pq-VSPs de conejo (1:500) 
(también se utilizaron sueros de ratón y conejo pre-inmunes a las 
mismas concentraciones como controles negativos del ensayo). Para el 
Western Blot de conejo se utilizó un anticuerpo secundario de cerdo 
anti Ig G de conejo conjugado con peroxidasa (Dakopatts, EEUU) a una 





8.3.3. Ensayo de vacunación en rodaballos: control de peso, 
análisis de daños, obtención de suero, análisis del nivel de 
anticuerpos mediante ELISA y antigenicidad mediante Western 
Blot 
Para el ensayo de vacunación se utilizaron 100 peces por grupo. 
Para la inmunización se utilizó como antígeno ciliados enteros (106 
trofozoitos/mL en PBS con 01,1% de formol), r-VSP2 (250 µg/pez), r-
pq-VSPs (250 µg/pez), r-pq-LEISH (250 µg/pez). Como adyuvantes se 
utilizaron Montanide ISA 763 A VG e hidrogel de quitosano 1:1 v/v. 
Cada rodaballo se inmunizó i.p. con 200 µl de vacuna correspondiente. 
A uno de los grupos se le inyectó PBS como controles del ensayo. 
50 peces de los grupos los distintos grupos fueron reservados para 
el control de peso y para el análisis de daños; además de ser utilizados 
para la obtención de suero (apartado 7.3.4.1.), el análisis del nivel de 
anticuerpos (apartado 7.3.4.3.) y antigenicidad mediante Western Blot 
(apartado 6.3.2.2.2.). 
Los 50 peces restantes de cada grupo se utilizaron en el reto 
infeccioso.   
8.3.4. Ensayo de infección  
Los peces fueron infectados con 5x105 trofozoitos/ pez en PBS por 
vía i.p. (apartado 3.3.8.). La infección fue confirmada post mortem por 
la presencia de ciliados en órganos y tejidos. 
8.4. RESULTADOS 
8.4.1. Análisis de la antigenicidad del péptido quimérico 
recombinante r-pq-VSPs en ratón y conejo 
El suero de ratón y el suero de conejo anti-r-pq-VSPs reconocieron 
la proteína r-pq-VSPs (control positivo del ensayo) y distintas proteínas 
tanto en las muestras de ciliados sonicados de la cepa I1 como de la 
cepa C1 de P. dicentrarchi; sin embargo, los sueros reconocieron 
diferentes antígenos, siendo estos menores de 48 kDa para el suero de 
ratón y mayores de 48 kDa para el suero de conejo (Figura 1). 




Fig. 1: Western Blot 1: ciliados sonicados de la cepa I1, 2: ciliados sonicados de 
la cepa C1, 3: ciliados sonicados de la cepa B1 y 4: r-pq-VSPs frente a A) suero de 
ratón anti-r-pq-VSPs y B) suero de conejo anti-r-pq-VSPs. Marcador de peso molecular 
en kDa (M). 
Ninguno de los dos sueros reconoció ninguna proteína en la 
muestra de ciliados lisados de la cepa B1 P. dicentrarchi. 
8.4.2. Control de peso y análisis de los daños 
Los peces (50 por grupo) se pesaron transcurridos 60 días tras a 
primera inmunización. Como se observa en la tabla 1, los peces 
inmunizados incrementaron en menor medida su peso en comparación 
con el grupo control (PBS) y el grupo inmunizado con quitosano) 
 
 
Tabla 1: Valores medios del peso de los 50 peces de cada grupo en gramos. El 





Los peces de los grupos inmunizados con r-pq-VSPs con 
Montanide o quitosano se abrieron para realizar un análisis 
macroscópico de la cavidad peritoneal. Los daños se valoraron entre 0 
y 6; donde 0: normal; 1: alguna adherencia dispersa entre órganos 
internos; 2: algunas adherencias que unen órganos internos con la pared 
de la cavidad peritoneal; 3: adherencias moderadas con la presencia de 
pequeños granulomas visibles; 4: adherencias moderadas con grandes 
granulomas visibles; 5: adherencias extensas que afectan a órganos 
internos (con fusión entre ellos) y adherencias de los órganos a la pared 
de la cavidad; 6: los órganos internos forman un bloque con la  pared 
de la cavidad. En la tabla 2 se muestran los valores medios de los daños 
analizados en 10 peces por grupo, observándose que los daños 
generados por el adyuvante Montanide son muchos más evidentes y 
severos que los generados por el adyuvante de hidrogel de quitosano. 
 
Tabla 2: Valor de daños asociado al grupo inmunizado utilizando como 
adyuvante Montanide y al grupo inmunizado utilizando como adyuvante quitosano. 
Los valores representados corresponden a la media del análisis realizado a 10 peces 
por grupo. 
 
8.4.3. Niveles de anticuerpos y antigenicidad del r-pq-VSPs en 
rodaballo 
En la figura 2 se muestran los niveles de anticuerpos para los 
distintos grupos. El suero de los rodaballos inmunizados con antígeno 
entero y quitosano presentó mayores niveles de IgM que el suero de los 
rodaballos inmunizados con este mismo antígeno pero utilizando como 
adyuvante Montanide. En el caso del péptido quimérico recombinante 
de las VSPs se generaron menos niveles de anticuerpos que al 
inmunizar con el ciliado entero; sin embargo, estos niveles fueron 
significativamente más elevados que los producidos al inmunizar 
utilizando como antígeno solamente la proteína recombinante r-VSP2. 
El péptido quimérico recombinante de las lesihmanolisinas (r-pq-
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LEISH) generó unos niveles de anticuerpos similares a los del péptido 
r-pq-VSPs; sin embargo, la combinación de ambos péptidos quiméricos 
recombinantes en una misma vacuna generó altos niveles de 
anticuerpos, equiparables a los generados al utilizar como antígeno el 
ciliado entero. 
Los sueros de rodaballo anti-r-VSP2 y anti-r-pq-VSPs también se 
utilizaron para realizar un Western Blot. Ambos sueros reconocieron 
proteínas del ciliado (cepa I1); sin embargo, el suero generado frente a 
la VSP2 solo marcó proteínas de unos 63 kDa, mientras que el péptido 
quimérico recombinante marcó varias proteínas de distintos pesos 
moleculares (Figura 3). 
 
Fig. 2: ELISA que muestra los niveles de IgM en sueros de rodaballos 
inmunizados. Los valores se muestran como las medias  las desviaciones estándar 
para tres replicas. Las letras indican el nivel de significación: a, b: P<0,001; b,c: 





Fig. 3: Western Blot con suero de rodaballo anti-r-VSP2 (1) y suero de rodaballo 
anti-r-pq-VSPs (2) frente a ciliados de la cepa I1 de P. dicentrarchi. Marcador de peso 
molecular en kDa (M). 
8.4.4. Grado de protección 
Para evaluar la protección de cada vacuna 50 peces de cada grupo 
fueron utilizados para el reto infeccioso. Como se observa en la figura 
4, durante los 14 días que duró el ensayo, murieron por escutiociliatosis 
un 82,5% de los peces que habían sido inyectados con PBS (control sin 
vacuna). El grupo que contenía hidrogel de quitosano como adyuvante 
y antígeno entero fue el que más resistió a la infección, la cual a penas 
superó el 10%. Estos valores aumentan en el grupo en el que se utilizó 
Montanide como adyuvante (en torno al 40% de mortalidad). En cuanto 
al antígeno, se aprecia que los grupos inmunizados con péptidos 
quiméricos recombinantes (r-pq-VSPs, r-pq-LEISH y la combinación 
de ambos) presentaron una mortalidad similar al grupo de Montanide 
con antígeno entero; mientras que el porcentaje de rodaballos muertos 
en el grupo inmunizado con la proteína recombinante VSP2 ascendió 
hasta el 72% (valores similares al control). 




Fig. 4: Mortalidad expresada como porcentaje, obtenida tras la inoculación de 
rodaballos con 5x105 ciliados de la cepa I1 de P. dicentrarchi. 
8.5. DISCUSIÓN 
Como se ha comentado en anteriores capítulos, en los últimos años 
se han utilizado proteínas de superficie recombinantes como antígeno 
en vacunas. Sin embargo, las proteínas recombinantes resultan poco 
inmunigénicas por lo que resulta necesario combinarlas con un 
adyuvante que genere una buena respuesta para que resulten eficaces 
(Morais et al., 2018). 
 
Algunos autores, en lugar de utilizar una única proteína como 
antígeno, han unido distintas proteínas dando lugar a un péptido 
quimérico con el fin de generar más epítopos y así obtener una mayor 
respuesta (Shao et al., 2017). Se ha visto, que es posible inducir buenas 
respuestas de anticuerpos T a partir de péptidos quiméricos 
relativamente cortos que combinan “a priori” epítopos de células B. En 
2019, Orbegozo-Medina et al., vieron que al usar un separador corto (-
KK-) la formación de neoepítopos de células B era menos probable en 
comparación con separadores más grandes y por lo tanto flexibles, 
mejorándose así la respuesta de los péptidos quiméricos en rodaballo. 
En nuestro caso, para el diseño de los péptidos quiméricos, también 
utilizamos dos lisinas como separadores entre las secuencias 




respectivamente, las cuales fueron seleccionadas a partir del mismo 
programa de predicción de antigenicidad utilizado por estos autores. 
Los ensayos inmunológicos preliminares confirman la antigenicidad 
del r-pq-VSPs tanto en ratón como en conejo, si bien el anticuerpo 
parece reconocer distintos antígenos. Algunos autores han descrito 
como un mismo antígeno puede dar lugar a diferentes epitopos en 
diferentes organismos (Orbegozo-Medina en 2017). 
Con el fin de obtener una vacuna eficaz; es decir, que genere 
protección y que sea inocua para el rodaballo, hemos realizado pruebas 
utilizando como antígeno la proteína recombinante VSP2.0 (r-VSP2) o 
los péptidos quiméricos recombinantes formados por distintas 
fracciones de proteínas de las familias de las VSPS (r-pq-VSPs) y de 
las leishmanolisinas (r-pq-LEISH) en combinación con un adyuvante 
de hidrogel de quitosano. 
Para comparar los efectos de estas nuevas vacunas con las usadas 
habitualmente, también se inmunizaron rodaballos utilizando como 
antígeno ciliados formolizados y como adyuvante Montanide ISA 763 
A VG. Trasncurridos los dos meses tras la primera inmunización se 
observa una clara diferencia en el tamaño entre aquellos peces que fuero 
inmunizados con hidrogel de quitosano o Montanide. Una vez abiertos 
los peces, se observan daños en la cavidad peritoneal de los peces que 
fueron vacunados con el adyuvante oleoso. Principalmente, los peces 
presentan adherencias extensas que afectan a órganos internos por el 
efecto del adyuvante. Es lógico pensar que, al producirse estos daños 
en los órganos internos del pez este no se alimenta de manera óptima y, 
por lo tanto, no crece de igual modo que lo hacen los peces control, que 
no llevan adyuvante, o los que han sido inmunizados con hidrogel de 
quitosano, el cual resultó ser menos dañino para el rodaballo. En 2014, 
Noia et al., vieron que el quitosano, en este caso en forma de 
nanopartículas, generaban menos daños en la cavidad de los rodaballos 
en comparación con otros adyuvantes oleosos, donde se observó un 
menor crecimiento de los peces. 
A la hora de analizar el nivel de anticuerpos, si comparamos los 
dos adyuvantes, se observaron diferencias significativas entre el grupo 
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de rodaballos inmunizados con ciliados formolizados y Montanide con 
respecto al grupo inmunizado con ciliados formolizados e hidrogel de 
quitosano, siendo más elevado en este último grupo. Resultados 
similares fueron obtenidos por León-Rodríguez et al. (2014), al 
comparar nanopartículas de quitosano con FCA. Los valores obtenidos 
para el grupo inmunizado con el péptido quimérico recombinante de las 
VSPs fueron menores; sin embargo, estos resultaron ser más elevados 
que los generados en los rodaballos inmunizados utilizando como 
antígeno r-VSP2. Estos resultados, junto con los obtenidos a partir de 
Western Blot, sugieren que el péptido quimérico resultó ser más 
antígénico al generar un mayor número de epitopos que la proteína 
recombinante VSP2, lo que finalmente se tradujo en términos de 
protección; donde r-pq-VSPs generó una protección mayor que r-VSP2. 
Estos resultados de protección; si bien son menores a los generados por 
la vacuna de hidrogel de quitosano y antígeno entero, sugieren que el 
uso de péptidos quiméricos en los que se combinen diferentes antígenos 
puede resultar una buena alternativa ya que, además, muchos autores 
han confirmado la inmunidad protectora de los antígenos de superficie 
recombinantes (Musoke et al., 1992; Mello et al., 2004).  
A la vista de los resultados obtenidos tras estos ensayos 
preliminares se plantea la opción de ahondar en la búsqueda de más 
antígenos que se expresen de manera diferencial entre distintas cepas o 
bajo diferentes condiciones de cultivo, así como combinarlos para 
generar péptidos quiméricos que puedan dar lugar a protección frente a 
diferentes cepas del ciliado. En estos ensayos las potenciales vacunas 
estarían formuladas por proteínas quiméricas recombinantes en un 









  CONCLUSIONES 
1.- El método de criocongelación desarrollado en el presente 
trabajo permite conservar  indefinidamente de una forma eficiente los 
ciliados, manteniendo su virulencia y conservando inalterados los 
antígenos inmunogénicos involucrados en la protección, lo que 
facilitará la producción y la reproducibilidad de las vacunas 
desarrolladas frente a la escuticociliatosis del rodaballo.    
2.- P. dicentrarchi posee tres tipos de superóxido dismutasas 
(Cu/ZnSODs, MnSOD y FeSOD) involucradas en la defensa frente al 
estrés oxidativo generado tanto en el ambiente marino como durante la 
respuesta inmunitaria en el hospedador. Debido a la gran importancia 
que poseen estas enzimas para la supervivencia del ciliado y las 
diferencias que presentan con las enzimas del rodaballo, podrían 
suponer una potencial diana terapeútica para el desarrollo de fármacos 
y, en el caso de las SODs extracelulares, también para el diagnóstico y 
la producción de vacunas.  
       3.- P. dicentrarchi utiliza la exocitosis de material endógeno 
mediada por Ca2+ extracelular a través de los extrusomas como 
mecanismo de protección física, permitiéndole al ciliado defenderse de 
la acción lítica de los componentes humorales del sistema inmunitario 
innato del hospedador. El empleo de fármacos inhibores de la liberación 
de Ca2+ intracelular y/o la producción de proteínas recombiantes de la 
matriz de los extrusomas, usadas como antígenos en vacunas, podrían 
utilizarse como estrategias frente a la escuticociliatosis. 
4.- Utilizando diferentes técnicas, hemos conseguido identificar 
varias proteínas variables de superficie, las cuales presentan una 
elevada capacidad inmunogénica y se expresan diferencialmente entre 
aislados de distinto serotipo, lo que las convierte en buenas candidatas 
para la generación de vacunas.  
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5.- También hemos identificado una familia de proteínas tipo 
leishmanolisinas en P. dicentrarchi. Estas metaloproteasas de 
membrana poseen un potencial papel en la virulencia del ciliado y 
podrían ser moléculas clave para el desarrollo de futuras vacunas. 
6.- Se ha desarrollado un nuevo adyuvante formado por hidrogel 
de quitosano que resultó tener una capacidad inmunoestimulante 
comparable con la de los aduyuvantes oleosos utilizados hasta la fecha 
pero que presenta menores efectos secundarios. 
7.- Las vacunas conteniendo péptidos quiméricos procedentes de 
proteínas de membrana como las proteínas variables de superficie y 
leishmanolisinas, o la mezcla de ambas, formuladas en un adyuvante de 
hidrogel de quitosano, han generado una buena respuesta inmunitaria 
en el rodaballo y una cierta protección frente a la infección. Todo ello 
parece indicar que este tipo de moléculas podrían constituir la base para 
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